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“Hay que endurecerse, pero sin perder La 
ternura jamás.” 





A inflamação é uma resposta fisiológica natural do organismo à infecção, dano e ou 
stress celular, agindo como um mecanismo de defesa para remover e reparar o 
tecido danificado. Quimicamente este processo é modulado por mediadores 
inflamatórios, dentre eles os ácidos graxos insaturados derivados do ácido 
araquidónico denominados eicosanóides. A detecção e quantificação destes 
compostos é de grande interesse porque eles estão envolvidos em uma série de 
doenças, incluindo asma, doença pulmonar obstrutiva crónica (DPOC), doença 
cardiovascular, câncer, entre outras. A cromatografia líquida de alta eficiência 
hifenada a espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM) tem emergido 
como uma das principais técnicas utilizadas para quantificar estes mediadores. 
Neste trabalho, um método foi desenvolvido e validado para a análise simultânea de 
cinco eicosanóides em meio de cultivo celular utilizando celulas RAW 264.7, e a 
técnica de  CLAE-EM/EM. As separações cromatográficas foram realizadas em 
coluna ZORBAX Eclipse XDB, C-18 (4,6 x 50 mm 1,8 μm) a temperatura de 40 C, e 
uma fase móvel, contendo água e acetonitrila ambas com ácido fórmico a 1%. O 
modo de eluição utilizado foi gradiente com um fluxo de 700L.min-1. As amostras 
foram preparadas por extração líquido-líquido da matriz (meio DMEM) sem passos 
adicionais de limpeza. O método foi validado conforme normas nacionais e 
internacionais para métodos bioanaliticose mostrou-se ser seletivo, sensível (limite 
de detecção em 1 ng.mL-1 e limite de quantificação em 5ng.mL-1 para todos os 
compostos), linear (r2> 0,99,preciso (ER<7%),exato (CV<13%) e livre de efeitos 
residual e matriz (FMN> 1,25 ± 0,07). De acordo com o estudo de estabilidade os 
analitos são estáveis na matriz à temperatura ambiente durante 3 h. O ensaio de 
estabilidade pós-processamento indicou que as amostras armazenadas no injetor a 
3 ° C mantém-se estáveis por 5 horas. Os analitos também mostraram-se 
estáveispor 3 horas a 22ºC em solução e por 20 dias a -40°C em solução e em 
matriz. Não houvedegradação significativa emtrês ciclos de congelamento e 
descongelamento. Este novo método permite a quantificação dos metabolitos do 
ácido araquidónico (PGE2, PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α e TXB2) a partir de meio de 
cultivo DMEM utilizando células RAW 264.7, sem derivatização ou passos laboriosos 
de purificação (EFS). Este método pode ser aplicado para avaliar a atividade anti-
inflamatória de extratos de plantas utilizando cultivo de células. 
 
 

















Inflammation is the body’s natural physiological response to infection or injury, acting 
as a defense mechanism to remove and repair damaged tissue. Chemically this 
process is modulated by inflammatory mediators such as eicosanoids, which are 
oxygenated, endogenous, unsaturated fatty acids derived from arachidonic acid. 
Detection and quantification of these compounds are of great interest because they 
play important roles in a number of significant diseases, including asthma, chronic 
obstructive pulmonary disease (COPD), cardiovascular disease, cancer among 
others. High-performance liquid chromatography mass spectrometry (LC-MS/MS) 
has emerged as one of the main techniques used to quantify these mediators. In this 
work a validated method is described for the simultaneous analysis of five 
eicosanoids from cultured cells using liquid chromatography tandem-mass 
spectrometry (LC-MS/MS). Chromatographic separations were achieved on an 
ZORBAX Eclipse XDB C-18 column (4,6 x 50 mm 1.8 µm) maintained at 40 C. The 
mobile phase was eluted at 700 L min–1 in gradient mode between 
Water/Acetonitrileboth containing 1% formic acid. The samples were prepared by 
liquid-liquid extraction of the matrix (DMEM medium) without additional cleanup 
steps. The method was validated according to national and international guidances, 
and shown to be sensitive (limit of detection at 1 ng.mL-1 and limit of quantitation at 
5ng.mL-1 for all compounds), linear (r2> 0,99), free of residual and matrix (FMN> 1,25 
± 0,07) effects, accurate (RE<7%) and precise (RSD<13%). The stability study 
demonstrated that the analytes are stable in matrix at room temperature for 3h. The 
post-processing stability assay revealed that the samples stored in the sample 
manager at 3°C can be maintained for 5hours prior to injection. Under the evaluated 
conditions, the analytes and IS also demonstrated stability in solution for 3hours at 
room temperature, and -40ºC for 20 days. The freeze–thaw cycles assay showed 
that there was no significant degradation in three defrost cycles. This new method 
permits quantification of selected individual arachidonic acid metabolites from RAW 
264.7 cell culture medium (DMEM), without derivatization or laborious purification 
steps (SPE) and shown to be applicable to evaluate the anti- inflammatory activity of 
plants extracts using cell culture. 
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AA - Ácido Araquidônico 
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CLAE-EM/EM - CLAE acoplado à espectrometria de massas Tandem 
CLAE-UV - CLAE acoplado à Ultra Violeta 
CO2 - Gás Carbônico 
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COX-1 - Ciclooxigenase isoforma 1 
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CQ - Amostras de controle de qualidade 
CQB - Amostra de controle de qualidade de baixa concentração 
CQM - Amostra de controle de qualidade de média concentração 
CQA - Amostra de controle de qualidade de alta concentração 
CQD - Amostra de controle de qualidade de diluição 
cPLA2 - Fosfolipase A2 citosólica 
Cps - Contagens por segundo 
CUR - Gás de Curtina 
CV% - Coeficiente de Variação 
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Cyp - Citocromo-oxidase 
DiHETEs - Ácidos dihidroxieicosatrienóicos 
DMEM -Meio Eagle modificado por Dulbecco 
DP - Potencial de desagregação 
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FAP - Fator de agregação plaquetária 
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HETEs - Ácidos hidroxieicosatetraenóicos 
ICAM-1 - molécula de adesão intercelular 1 
IL-1 - Interleucina 1 
IL-6 - Interleucina 6 
IFN-γ - Interferom-gama 
Kg - Quilograma 
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LQ - Limite de quantificação 
LIQ - Limite inferior de quantificação 
LPS - Lipopolissacarídeo 
LSQ - Limite superior de quantificação 
LOX - Lipooxigenase 
MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption Ionization 
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Q1 - Fragmento 1 
Q3 - Fragmento 2 
R - Coeficiente de correlação linear 
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rpm - Rotações por minuto 
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A inflamação é um mecanismo de defesa de nosso organismo, que frente a 
infecções, dano, e ou stress celular, é ativado e possui a função de manter a 
homeostase do organismo (ROSENBLAT et al., 2014). 
Quatro sinais clínicos clássicos caracterizam o processo inflamatório, são 
eles: Dor, calor, Rubor e Edema(ROCK; KONO, 2008). 
A parte química deste processo é mediada por fosfolípideos de membrana, 
que ao serem clivados pela ação da fosfolipase A2, dá origem ao ácido 
araquidônico, e que, ao servir de substrato para as lipoxigenases (LOX) e as 
cicloxigenases (COX), dão origem aos conhecidos mediadores inflamatórios do tipo 
eicosanóides (HUANG et al., 2014). 
Estes mediadores inflamatórios além de produzirem uma ação inflamatória 
local, servem também para atrair macrófagos, células de defesa responsáveis pela 
liberação de citocinas (TNF-α, IL-1 e IL-6) que, além de ampliarem a resposta 
inflamatória, atraem para o local leucócitos e linfócitos (ROSENBLAT et al., 2014). 
Para identificar e quantificar tais mediadores em células in vitro diversas 
metodologias já foram descritas por diferentes autores. Estas envolvem: 
radioimunoensaio, enzimaimunoensaio, cromatografia líquida de alta eficência com 
detector ultravioleta (CLAE-UV) e cromatografia gasosa (CG). Entretanto, estes 
métodos convencionais apresentam pouca sensibilidade e, ou necessitam de 
derivatizações da amostra, o que aumenta o tempo de análise e o erro nos 
resultados. Neste sentido, destaca-se a cromatografia líquida acoplada à 
espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM) pela sua alta sensibilidade e 
seletividade (BLEWETT et al., 2008). 
Métodos recentemente publicados que utilizam a técnica de CLAE-EM/EM 
para quantificar eicosanoides em matrizes biológicas, requerem uma media de 13 
minutos por análise. Ao longo dos anos, a técnica de CLAE foi aprimorada com o 
uso de colunas menores (empacotamento, diâmetro, largura), promovendo aumento 
da sensibilidade, melhor resolução e tempos de corridas menores. Aliado a isto a 




rápida quando comparada a extração em fase sólida (EFS) (KORTZ; DOROW; 
CEGLAREK, 2014). 
Neste contexto, o presente trabalho visa desenvolver e validar um método em 
CLAE-EM/EM para a quantificação dos seguintes mediadores da inflamação do tipo 
eicosanóide:PGE2, PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α E TXB2, através de CLAE-EM/EM 































2  OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
Desenvolver e validar um método bioanalítico por CLAE-EM/EM para 
quantificação de eicosanóides em meio de cultivo celular. 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 Avaliar diferentes técnicas para a extração dos analitos de interesse do meio de 
cultivo celular de células RAW 264.7; 
 Otimizar os parâmetros de aquisição,dos analitos de interesse, no espectrômetro 
de massas bem como as melhores condições cromatográficas, para quantificação 
dos mediadores eicosanóides: PGE2,PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, e TXB2. 























A inflamação é um mecanismo de defesa de nosso organismo que, frente a 
infecções, dano, e ou stress celular, é ativado e possui a função de manter nossa 
homeostase (ROSENBLAT et al., 2014). Cada padrão de estímulo também causará 
um padrão de resposta celular, sendo assim, a inflamação é um processo fisiológico 
de defesa celular, este processo, todavia se expressado demasiadamente pode 
trazer malefícios para os tecidos afetados(LAURENCE, et al., 2006). 
A nível macroscópico este fenômeno se caracteriza por 4 sinais clínicos 
clássicos, são eles: dor, calor, rubor e edema. Sinais estes, que já haviam sido 
visualizados há mais de dois milênios, e só foram descritos por Celsius no século I 
d.C. (ROCK; KONO, 2008). Algum tempo depois, em 1843, Rudolf Virchow 
descreveu o quinto e último sinal cardinal: perda de função (GREENE et al., 2009). 
A inflamação, no entanto, a nível microscópico é divida em três fases; na 
primeira, chamada aguda, há uma vasodilatação local e um aumento de 
permeabilidade celular, na segunda fase (sub-aguda) há a migração e infiltração de 
leucócitos e células fagocíticas no tecido afetado; na última fase, dita crônica, temos 
como característica uma proliferação do tecido fibroso e uma extensa degeneração 
celular. Esta última fase ocorre quando a inflamação aguda persiste por um período 
maior de tempo (LAURENCE, et al., 2006). 
O processo inflamatório é controlado e modulado através de uma variedade 
complexa de reações atreladas a mediadores químicos, muitos dos quais ainda não 
são totalmente conhecidos. Dentre alguns destes mediadores químicos, incluem a 
histamina, fator de ativação plaquetária(FAP), citocinas, bradicinina e os 







3.1.1 Mediadores químicos da inflamação do tipo eicosanóide 
 
 
 Os eicosanóides são os principais metabólitos provenientes de reações de 
oxidação do ácido araquidônico (AA), este por sua vez, é essencialmente 
proveniente da dieta e se encontra como um ácido graxo poli-insaturado (ácido 
5,8,11,14-eicosatetraenóico), contendo 4 duplas ligações (BLEWETT et al., 2008). 




FIGURA 1 – ESTRUTURA QUÍMICA DO ÁCIDO ARAQUIDÔNICO 
FONTE: Adaptado de BLEWETT et al., ( 2008) 
 
 
Em condições normais, este composto é esterificado a fosfolipídios de 
membrana celular, porém frente a um estímulo patológico inflamatório, sofre a ação 
da fosfolipase A2 (PLA2), ficando livre para circular na corrente sanguínea. 
Posteriormente este AA liberado pode então servir de substrato para 3 vias 
enzimáticas; a ciclooxigenase (COX), a lipooxigenase (LOX) e o citocromo P450 
(CYP) (HUANG et al., 2014). 








FIGURA 2 – CAMINHOS DE METABOLIZAÇÃO DO ÁCIDO ARAQUIDÔNICO 
FONTE:Adaptado de: (HUANG et al., 2014) 
 
 
3.1.2 A via das cicloxigenases (COX) 
 
 
A via das cicloxigenases é a responsável pela geração de prostanóides, que 
englobam duas classes de mediadores inflamatórios: as prostagladinas (PGs), e os 
tromboxanos (TXs) (RANG et al., 2007). 
As estruturas químicas do tromboxano A2 e das prostaglandinas PGE2, PGD2, 




FIGURA 3 – ESTRUTURA QUÍMICA DO TROMBOXANO A2  







FIGURA 4 – ESTRUTURA QUÍMICA DAS PROSTAGLANDINAS PGE2, PGD2, PGI2 e PGF2α 
FONTE: Adaptado de: BLEWETT et al., (2007). 
 
 
A COX é classicamente divida em COX-1 e COX-2 e se apresenta como duas 
isoformas. Estas duas isoformas possuem os mesmos mecanismos catalíticos, 
porém, internamente na enzima, os sítios responsáveis pelas reações de 
ciclooxigenação e peroxidação encontram-se em regiões separadas (PILBEAM et 
al., 2007). 
Chandrasekharan e colaboradores em um estudo realizado em 2002, 
isolaram uma variante da COX-1 em diversos tecidos, dentre eles: tecido cardíaco 
canino, e córtex cerebral canino e humano. Esta variante da COX foi chamada de 
COX-3, e a respectiva pesquisa ajudou no processo de elucidação do mecanismo de 
ação do paracetamol. Este mecanismo, assim como o da COX-3, ainda está em fase 
de pesquisa. Desta forma permanecem parcialmente desconhecidos e não serão 
aprofundados neste trabalho. 
A COX-1 é expressa constitutivamente em todo nosso organismo e é a 
responsável por uma série de eventos, que possuem a finalidade de manter a 
homeostase de nosso organismo (agregação plaquetária, geração de proglandinas 
citoprotetoras do trato gastrointestinal) (GROVER et al., 2014; YANG et al., 2011). 
Em contrapartida, a COX-2 é praticamente inexistente em condições normais em 




inflamatório (YANG et al., 2011). Estes estímulos geralmente são gerados por 
moléculas pró-inflamatórias, como: IL-1, TNF-a, LPS e TPA (GROVER et al., 2014). 
Após o estímulo e a consequente liberação das COX´s no organismo 
humano, o ácido araquidônico, que foi clivado pela ação da PLA2 é então 
metabolizado. Este metabolismo inicia-se com a produção de endoperóxidos 
instáveis PGG2 (por cicloxigenação) e posteriormente PGH2 (por peroxidação) por 
meio das Cicloxigenases, nome este dado em função de sua primeira reação 
(cicloxigenação). Esta PGH2 é então metabolizada por prostaglandinas-sintase 
específicas (PILBEAM et al., 2007). Ao observarmos a Figura 5, podemos concluir 
que para cada metabólito PGH2 existe também um segundo mensageiro e um tipo 
específico de receptor. Estes receptores ao serem ativados são responsáveis por 
diferentes ações no organismo.  
A Figura 5 mostra a via de metabolização do ácido araquidônico por meio das 




FIGURA 5 – VIA DE METABOLIZAÇÃO DO ÁCIDO ARAQUIDÔNICO POR MEIO DA COX 




As prostaglandinas estão envolvidas em diversos processos fisiológicos, 
incluindo contração e relaxamento da musculatura brônquica ou uterina; hipotensão; 
metabolismo ósseo; aumento do fluxo sanguíneo renal, resultando em diurese, 
natriurese, caliurese e estimulação da secreção de renina; proteção da mucosa 
gástrica e regulação do fluxo sanguíneo local; inibição da secreção ácida gástrica; 
crescimento e desenvolvimento do tecido nervoso; controle do ciclo do sono; 
resposta endócrina; angiogênese; progressão metastática; ejaculação, ereção e 
transporte de esperma; parto, menstruação, fertilização e ovulação, dentre outros 
(MILLER, 2006; MUBARAK, 2010). 
Pode-se concluir então que ações diferentes são obtidas com receptores 
específicos. A PGD2 (agindo sobre receptores denominados DP) atua causando 
vasodilatação, inibição da agregação plaquetária, relaxamento dos músculos 
gastrointestinal e uterino e também modificando a liberação de hormônios 
hipotalâmicos/hipofisários. A PGE2 possui mais de um receptor identificado, atuando 
sobre o EP1 na contração do músculo liso brônquico e gastrointestinal, sobre os EP2 
causando bronco e vasodilatação, aumento da secreção gastrointestinal e 
relaxamento do músculo liso gastrointestinal, e sobre os EP3 causando contração do 
músculo liso intestinal, inibição da secreção ácida gástrica, aumento da secreção 
ácida de muco, inibição da lipólise e da liberação de neurotransmissores 
autonômicos e estimulação do útero gravídico. A PGE2 ainda atua sobre receptores 
desconhecidos na produção de febre, inibição da proliferação das células T e 
ativação dos macrófagos, na liberação de esteróides supra-renais e eritropoietina 
pelo rim, na broncodilatação, vasodilatação e relaxamento do músculo liso intestinal. 
Com relação ao PGF2α, agindo sobre os receptores FP, atua principalmente na 
contração do miométrio em humanos. A PGI2 age sobre os receptores IP, causando 
vasodilatação, inibição da agregação plaquetária, liberação de renina e natriurese 
por efeitos sobre a reabsorção tubular de sódio (RANG et al., 2007; WANG; 
DuBOIS, 2008; MUBARAK, 2010). 
Os tromboxanos são também produzidos pela via da cicloxigenase esão 
sintetizados a partir da prostaglandina-H2, através da catálise enzimática de 
tromboxano-sintases. O primeiro produto que surge desta reação é o tromboxano-A2 
(TXA2), que é rapidamente convertido a tromboxano-B2 (TXB2) (NAKAHATA, 2008). 
Caracterizam-se por serem eicosanóides que se dispõe estruturalmente como sendo 




O tromboxano B2 encontra-se sob duas formas em equilíbrio sendo o metabólito 
quimicamente estável e biologicamente inativo do Tromboxano A2, sendo este um 
potente indutor da vasoconstrição, de agregração plaquetária e do aumento da 
concentração de íons cálcio intracelular, que pode levar consequentemente a 
formação de trombos, se mostrando de grande importância em processos alérgicos 
e inflamatórios (LU et al., 2012 ; MURPHY et al., 2005). Isto se deve pois atua como 
regulador da quimiotaxia de neutrófilos, aumentando a dificuldade de passagem de 
ar pelas vias aéreas e a permeabilidade vascular nasal (SHIRASAKI et al., 2007). O 
TXA2 age em função de ligação em seu receptor acoplado à proteína-G 
(denominado TP) em diversos sítios no organismo, que incluem músculos lisos, 
plaquetas, células endoteliais, sistema nervoso central e periférico, rins e sistema 
imune (NAKAHATA, 2008). 
Atuando nos músculos lisos, o TXA2 tem alta atividade contratora, 
principalmente nos brônquios, intestino, útero e bexiga. Uma das mais importantes 
ações do TXA2 é a ativação plaquetária, promovendo a agregação e conseqüente 
formação de trombos, que é a principal causa de infartos cerebrais e do miocárdio 
(KATUGAMPOLA; DAVENPORT, 2001). Nas células endoteliais, TXA2 atua 
acelerando a expressão de proteínas de adesão intracelulares e vasculares (ICAM-1 
e VCAM-1, respectivamente), e também moléculas de adesão de leucócitos, como a 
ELAM-1 (ISHIZUTA et al., 1998).  Outras funções nas células endoteliais do TXA2 
incluem a estimulação da migração celular e da produção de PGI2, a qual atenua a 
agregação plaquetária e contração dos músculos lisos, servindo como um regulador 
por feedback negativo (HUNT et al., 1992; NIE et al., 2000). Atuando no sistema 
nervoso, o TXA2 realiza a modulação de liberação de hormônios e interleucinas, 
estimula os neurônios periféricos e está envolvido nos reflexos pulmonar e 
cardiovascular. (NAKAHATA, 2008). Nos rins, o TXA2 promove mudanças no fluxo 
de íons, contração das células mesangiais glomerulares e dos vasos do tecido renal, 
além de estimular a produção de metabólitos como fator de crescimento, 
fibronectina, laminina e colágeno (BROWNAB; VENUTO, 1999; SPURNEY et al., 
1993). No sistema imune, o TXA2 estimula a divisão de células CD4+ e CD8+, além 






As ações específicas de cada receptor e o seu respectivo indutor são listadas 




COMPOSTO RECEPTOR AÇÕES FISIOLÓGICAS 
PGD2 DP 
Vasodilatação, inibição da agregação 
plaquetária, relaxamento dos músculos 
gastrointestinal e uterino, regulação da 




Contração do músculo liso brônquico e 
gastrointestinal. 
EP2 
Bronco e vasodilatação, aumento da secreção 
gastrointestinal e relaxamento do músculo liso 
gastrointestinal 
EP3 
Contração do músculo liso intestinal, inibição 
da secreção ácida gástrica, aumento da 
secreção ácida de muco, inibição da lipólise e 
da liberação de neurotransmissores 
autonômicos e estimulação do útero gravídico. 
Desconhecido 
Produção de febre, inibição da proliferação das 
células T, ativação dos macrófagos, liberação 
de esteróides supra-renais e eritropoietina pelo 
rim, broncodilatação, vasodilatação e 
relaxamento do músculo liso intestinal. 
PGF2α FP Contração do miométrio em humanos. 
PGI2 IP 
Vasodilatação, inibição da agregação 
plaquetária, liberação de renina e natriurese por 
efeitos sobre a reabsorção tubular de sódio. 
PGE1 IP, EP3 e EP4 
Vasodilatação, relaxante muscular liso, gera 
aumento da circulação de sangue periférico, 
inibição da agregação plaquetária, analgésico e 
antitérmico, aumenta fluidez sanguínea 
induzindo eritrócitos a alterarem sua 
morfologia. 
PGF1α Desconhecido 
Efeito antifertilidade e luteolítico, indução da 




Vasoconstrição, broncoconstrição e indução da 
agregação plaquetária 
TPβ 
LTB4 BLT1 e BLT2 Adesão vascular e quimiotaxia  
LTC4 LTD4 LTE4 CysLT1 e CysLT2 
Broncoconstrição e aumento da permeabilidade 
vascular  
QUADRO 1 – PRINCIPAIS AÇÕES FISIOLÓGICAS DOS MEDIADORES INFLAMATÓRIOS: PGD2, 
PGE2, PGF2α, PGI2, PGE1, PGF1α, TXA2, LTB4, LTC4, LTD4, LTE4 QUANDO LIGADAS AOS SEUS 
RECEPTORES CARACTERÍSTICOS 
FONTE: Adaptado de: Rang et al (2007); Wang; Dubois (2008); Mubarak (2010); Iyu et al  






3.1.3 A via das lipoxigenases (LOX) 
 
 
Por sua vez, as lipoxigenases são responsáveis pela geração de ácidos 
hidroxieicosatetraenóicos (HETEs) e leucotrienos (LTA4, LTB4, LTC4, LTD4 e LTE4), 
sendo o produto majoritário desta via o LTB4. Este, por sua vez, possui um papel 
importante como agente pró-inflamatório, causando adesão vascular e quimiotaxia. 
(BLEWETT et al., 2008;  MONTUSCHI et al., 2014).O restante dos leucotrienos, 
chamados também de cisteinilleucotrienos (LTC4, LTD4 e LTE4) são responsáveis 
por uma intensa broncoconstrição (MONTUSCHI et al., 2014). 
No entanto, observou-se um aumento de todas as espécies de leucotrienos 
em reações anafiláticas, mostrando-se ainda indutores do aumento da 
permeabilidade vascular e da secreção de muco. Estes compostos atuaram 
contraindo as células musculares lisas, causando broncoconstrição e vasoconstrição 
(DE CATERINA; ZAMPOLLI, 2004). Desta forma, é possível afirmar que esta via 
está relacionada e exerce grande papel no desencadeamento de processos 
alérgicos(HUANG et al., 2014). 
O pulmão é um dos órgãos que mais respondem à fabricação de leucotrienos, 
razão esta que confere à asma numerosos estudos relacionados ao metabolismo 
destes derivados do ácido araquidônico (BUCCELLATI et al., 2002; DIAMANT; BEL; 
DEKHUIJZEN, 1998; HOUSSEN et al., 2010). 
Os leucotrienos apresentam como característica estrutural marcante a 
presença da unidade trieno conjugada (HAMILTON; KAROL, 1983). 
São produzidos pela atividade da enzima 5-lipooxigenase, a qual é ativada 
pela ação do cofator “Proteína Ativadora de 5-lipooxigenase” (FLAP), levando 
primeiramente à formação de um intermediário instável denominado LTA4. Este pode 
ser então enzimaticamente convertido à LTB4 pela LTA4-hidrolase ou à LTC4 pela 
LTC4-sintase (YOKOMIZO et al., 1995). O LTC4 dá então origem a outros 
leucotrienos como LTD4, LTE4 e LTF4 através da ação de enzimas da família das 
peptidases, cada qual sendo formado dependendo do tipo celular envolvido 
(REDDANNA et al., 2003; SURETTE et al., 2003). O grupo cisteinil-leucotrienos é 




6 das suas estruturas (HOLGATE; BRADDING; SAMPSON, 1996; RANG et 
al.,2007). 
 
A Figura 6 mostra a via de metabolização do ácido araquidônico pela 




FIGURA 6 – CAMINHOS DE METABOLIZAÇÃO DO AA POR MEIO DA LIPOXIGENASE 
FONTE: Adaptado de: (MONTUSCHI et al., 2014) 
 
 
3.1.4 A via do citocromo P450 
 
 
O citocromo P450 é responsável pela geração de ácidos 
epoxieicosatrienóicos (EETs), os ácidos dihidroxieicosatrienóicos (DiHETEs) e 
alguns ácidos hidroxieicosatetraenóicos (HETEs) (HUANG et al., 2014). 
A Figura 7 demonstra a via de metabolização do ácido araquidônico por meio 







FIGURA 7– CAMINHOS DE METABOLIZAÇÃO DO ÁCIDO ARAQUIDÔNICO POR MEIO DO 
CITOCROMO P450 
FONTE:Adaptado de: Edpuganti; Mehvar (2013) 
 
 
Estes compostos são formados por meio de epoxidação e hidrogenação do 
ácido araquidônico, ambos os compostos formados por estas duas vias de 
metabolização são conhecidos reguladores do tônus vascular. Acredita-se que os 
HETEs agem como vasoconstritores, enquanto os EETs agem como 




3.1.5 A estabilidade dos mediadores inflamatórios 
 
 
Após analisarmos estes caminhos de metabolização do ácido araquidônico, é 
possível observar que diversos metabólitos são formados. Teoricamente, todos 
estes metabolitos poderiam ser quantificados em matrizes biológicas de tecidos 
inflamados, entretanto, deve-se levar em consideração a estabilidade relativa dos 




preferência da quantificação de algumas destas espécies nas análises de 
quantificação. 
Os compostos PGI2, TXA2 e o LTA4 são extremamente lábeis, possuem um 
tempo de meia vida de poucos minutos, mesmo em condições de homeostase e, 
quando possível, são rapidamente convertidos a metabólitos mais estáveis: TXA2 em 
TXB2, LTA4 em LTB4 e PGI2 em 6-ceto-PGF1α (CHAPPELL et al., 2011;  HIKIJI et al., 
2008;  MADDIPATI; ZHOU, 2011). Em contraste a isto, PGF2α, PGD2 e PGE2 
apresentam grande estabilidade tanto  in vitro quanto  in vivo, não necessitando de 




3.2 MACRÓFAGOS E AS CÉLULAS RAW 264.7 
 
 
Os macrófagos são as células mais versáteis do organismo humano, elas 
estão presentes em praticamente todos os eventos celulares, participando desde a 
manutenção da homeostase, na reparação de tecidos, até a resposta imune contra 
patógenos (RUAN et al., 2014). 
Estas células são derivadas de monócitos circulantes no sangue e são 
atraídas para o local inflamado por meio de mediadores inflamatórios diversos 
(histaminas, prostaglandinas, bradicinina, serotonina, leucotrienos). São as primeiras 
células de defesa a chegarem ao tecido afetado e as responsáveis pela produção de 
citocinas (TNF-α, IL-1, IL-6), que além de promover uma ampliação da inflamação 
sistêmica, também atraem para o local células do sistema imune (leucócitos e 
linfócitos) (ROSENBLAT et al., 2014) .Microscopicamente esta célula apresenta um 
núcleo caracterizado por invaginações de tamanhos variados e uma zona intensa de 
condensação de cromatina em sua periferia. O complexo de Golgi é bem 
desenvolvido e numerosas vesículas estão presentes no citoplasma. Restos de 
materiais fagocitados geralmente são encontrados nas vesículas lisossômicas, 
denominadas fagossomos. Além disso, há um grande número de microvilosidades 
na periferia da célula, que auxiliam na projeção em direção ao material a ser 




As células RAW 264.7 são utilizadas frequentemente para estudos de 
atividade anti-inflamatória. Estas células são uma linhagem de macrófagos de rato, 
sendo assim, são promotoras da inflamação quando o meio em que estão sendo 
cultivadas é enriquecido com um indutor de inflamação, como, por exemplo, o LPS 
(lipopolissacarídeo) (CUETARA et al., 2006;  WANG et al., 2012). Esta espécie é 
uma molécula derivada de membrana de bactérias gram negativas. O LPS é 
conhecido por seus efeitos tóxicos em infecções e por ser responsável por promover 
inflamação sistêmica. Ele atua aumentando todos os mediadores inflamatórios já 
descritos (CRUZ-MACHADO, 2010). Ao observar a inibição ou decréscimo destes 
mediadores, podemos então constatar atividade anti-inflamatória de um extrato de 
plantas, por exemplo (CUETARA et al., 2006;  WANG et al., 2012). 
 
 
3.3 CULTIVOS CELULARES 
 
 
Há indícios de que a prática do cultivo celular se iniciou no começo do século 
20. Harrison, em 1907 na tentativa de provar que as fibras nervosas seriam 
originadas de células nervosas, desenvolveu o primeiro método para o cultivo de 
células em condições in vitro. Como resultado observou que as células sobreviveram 
por aproximadamente uma semana, o que foi um marco para a ciência. Em 1912 
Carrel descobriu a necessidade de renovar os nutrientes do meio, o que prolongou a 
vida destas células. Diversos foram os nomes que contribuíram desde então para 
que este ramo da ciência evoluísse até os dias de hoje, onde sua importância deixou 
de restringir ao estudo do comportamento de determinado tecido ou célula in vitro. 
Atualmente, este ramo tem ajudado muito a medicina na área terapêutica por 
intermédio de células tronco e a desvendar algumas doenças degenerativas 
(ALVES; GUIMARÃES, 2010). 
Visto o crescente aumento nos comitês de ética e movimentos em defesa dos 
diretos dos animais, com o uso de cultivos celulares, além de gastos, podemos 
diminuir consideravelmente o uso de animais em experiências científicas além de 








3.3.1 Tipos de culturas 
 
 
Basicamente existem três tipos de células para cultivo celular, as células 
primárias, as células estabelecidas e as células transformadas (ALVES; 
GUIMARÃES, 2010). 
As células primárias dão origem a uma cultura primária, que é caracterizada 
por possuir células retiradas a partir de um fragmento de tecido obtido por 
desagregação mecânica ou enzimática, células estas que mantém as características 
do tecido de origem, podendo sobreviver por um período de tempo específico. Este 
fato é devido a natural programação celular de apoptose, onde uma autodigestão da 
célula programada se inicia em determinado estado de vida celular (ALVES; 
GUIMARÃES, 2010;PEREIRA-SMITH, 1988). 
Após sucessivos repiques oriundos de culturas primárias, células com maior 
capacidade de proliferação se destacam em detrimento das primárias, estas células 
chamadas de linhagem celular contínua, ainda possuem as características do tecido 
que o originou e são muito utilizadas em pesquisa pela sua grande capacidade de 
manter-se em cultura por um espaço de tempo relativamente grande (ALVES; 
GUIMARÃES, 2010). 
Ao modificarmos as características gênicas por meio de vírus, substâncias 
químicas e, ou agentes físicos, as células não mais possuem as características do 
tecido de origem e desta forma, são chamadas de células transformadas. Estas 
células, no entanto, podem ser obtidas também por meio de tecidos que já sofreram 
mutação, como, por exemplo, tecidos tumorais (ALVES; GUIMARÃES, 2010). A 
modificação genética leva a uma proliferação exacerbada, e a uma falta: na 
dependência de ancoragem, e na inibição por contato. Estas modificações são 
causadas principalmente pela mutação da telomerase, enzima esta que repõe o 
telomero das células, o qual é o responsável pela regulação da divisão celular 




Referente à metodologia de cultivo temos dois tipos: o cultivo de células 
aderentes e o cultivo de células não aderentes. A escolha do método não se baseia 
na finalidade ou no rumo que o estudo deve tomar e é dependente das 
características do tipo celular escolhido para ser a fonte do estudo. Em um cultivo de 
células aderentes, as células se ligam na superfície da garrafa de cultura, enquanto 
que nas células não aderentes, as células permanecem em suspensão no meio de 
cultura (ALVES;GUIMARÃES, 2010;PERES; CURI, 2005). 
É lógico pensarmos que células epiteliais crescem com uma maior 
interdependência célula-célula, então, estas células tendem a formar um cultivo de 
células aderente. Para que estas células iniciem o processo de divisão, necessitam, 
primeiramente, de uma ancoragem. Desta forma, devemos induzir a produção de 
proteínas de adesão, a qual é mediada pela indução de cargas negativas na 
superfície da garrafa de cultura. As células após se aderirem, começam sua 
multiplicação, desenvolvem adesão célula-célula e formam o que é chamado de 
monocamada celular (ALVES;GUIMARÃES, 2010). 
Em contrapartida, células hematopoiéticas devem se desenvolver em uma 
cultura de células não aderentes, não necessitando de uma ancoragem. Células 




3.6 MÉTODOS ANALÍTICOS PARA ANÁLISE DE MEDIADORES DA INFLAMAÇÃO 
DO TIPO EICOSANÓIDE 
 
 
Metodologias de identificação e quantificação de mediadores da inflamação 
do tipo eicosanóide, já são descritos na literatura desde o final da década de 50 
(HAMILTON; KAROL, 1982). Técnicas como cromatografia em coluna aberta, 
cromatografia em camada delgada, cromatografia líquida de alta eficiência com 
detecção por ultra-violeta (CLAE-UV) ou por fluorescência (CLAE-FW), 
cromatografia gasosa (CG), eletroforese capilar, análises imunoenzimáticas e 
radioimunoensaios, foram no passado avaliadas por diversos autores (BLEWETT et 




Todas essas técnicas, no entanto, possuem desvantagens. As análises de 
imunoensaios foram consideradas, por muito tempo, as técnicas de escolha para a 
análise de eicosanoides, esta técnica carece especificidade e reprodutibilidade 
(PUPPOLO; VARMA; JANSEN, 2014;  TSIKAS; ZOERNER, 2014). Detecções por 
UV, por exemplo, necessitam de um cromóforo. A maioria destas moléculas 
lipídicas, não são bons cromóforos, pois absorvem em baixos comprimentos de 
onda e tornam a análise inespecífica (MASOODI; NICOLAOU, 2006).Os detectores 
a base de fluorescência, em contrapartida, necessitam que o composto seja 
derivatizado a um complexo que absorva fluorescência (BLEWETT et al., 2008;  
PUPPOLO et al., 2014). As análises em crpmatografia gasosa acoplada a 
espectrometria de massas (CG-EM) e cromatografia gasosa acoplada a 
espectrometria de massas sequencial (CG-EM/EM) necessitam que a amostra passe 
por etapas de purificação e derivatização, devido ao fato de alguns eicosanoides 
apresentarem a propriedade de serem termolábeis (MARTIN-VENEGAS; 
JAUREGUI; MORENO, 2014;  TSIKAS; ZOERNER, 2014). Estas etapas tornam a 
análise complexa, cara e demorada. Além de aumentar a possibilidade de introduzir 
a erros na análise (BLEWETT et al., 2008). Desta forma, a cromatografia líquida de 
alta eficiência acoplada a espectrômetria de massas sequencial é a técnica indicada 
para a análise destes compostos, por permitir, além da quantificação de 
concentrações baixíssimas em matrizes complexas, uma melhor separação de 
isômeros(PUPPOLO et al., 2014). 
Para que eicosanóides advindos de uma matriz biológica, sejam analisados é 
necessário que haja uma extração e posterior purificação do analito em questão. 
Esta etapa melhora a especificidade e sensibilidade e é de extrema importância no 
caso de matrizes que apresentem concentrações baixíssimas de mediadores 
inflamatórios do tipo eicosanóide. Esta extração pode ser de dois tipos: uma 
extração em fase sólida, ou uma extração do tipo líquido-líquido. Para a escolha 
devemos sempre levar em conta o método que for mais rápido, tiver o melhor custo 
beneficio e melhor reprodutibilidade (PUPPOLO et al., 2014). As extrações do tipo 
líquido-líquido se baseiam na partição da amostra em duas fases imiscíveis (uma 
orgânica e outra aquosa). Esta partição se dará pela afinidade do soluto pelo 
solvente extrator e pode ser ajustado pelo aumento ou diminuição do pH e ou pela 
adição de sais neutros responsáveis pelo fenômeno de salting-in (QUEIROZ; 




aquosa, eles podem ser analisados diretamente por CLAE. Entretanto, se estiverem 
na fase orgânica, podem ser submetidos à evaporação do solvente para 
posteriormente serem reconstituídos (WAL et al., 2010). No caso da extração de 
eicosanóides, o solvente hidrofílico carregará todas as impurezas de natureza 
hidrofílica, e o de natureza hidrofóbica, atrairá os eicosanóides para si (PUPPOLO et 
al., 2014). 
A vantagem deste método é a sua simplicidade, rapidez e capacidade de 
recuperação (NOVÁKOVÁ; VLCKOVÁ, 2009; WAL et al., 2010). Como desvantagem 
épossível a formação de emulsões que dificultam a extração, o uso de grandes 
quantidades de solventes orgânicos, que podem ser tóxicos e prejudiciais ao 
ambiente (NOVÁKOVÁ; VLCKOVÁ, 2009). 
Na extração em fase sólida (EFS), utilizam-se cartuchos que se assemelham 
a colunas cromatográficas, diferindo somente no empacotamento do seu recheio, 
que pode ser de três formas: fase normal, fase reversa, e de troca iônica. Na fase 
reversa, a qual é geralmente utilizada para a separação de eicosanoides, temos um 
recheio composto por C18. A amostra, após ter sido centrifugada, passa pelo 
cartucho de EFS, em que a parte lipídica dos compostos interage com as cadeias 
alifáticas do cartucho, ficando retidas nele e separando assim as impurezas da 
amostra. Por fim lava-se o cartucho com um solvente apolar, que carrega os 
compostos para si, deixando-os puros e isolados (PUPPOLO et al., 2014). 
Esta técnica necessita de pouco solvente orgânico comparado com a 
extração líquido-líquido e evita a formação de emulsões (KATAOKA, 2003; 
BLAHOVÁ; BRANDSTETEROVÁ, 2004). No entanto, quando comparada a uma 
extração líquido-líquido, pode ser considerada tediosa e requer maior habilidade por 
parte do analista (MESAROS, 2009), devido ao cuidado necessário com a 
velocidade de eluição da amostra. Além disso é considerada ainda uma técnica 
dispendiosa devido a instrumentação necessária para o procedimento (NOVÁKOVÁ; 
VLCKOVÁ, 2009). 
Quando analisados por CLAE-EM/EM, os eicosanóides frequentemente 
formam moléculas protonadas ou desprotonadas. O uso de ionização por 
eletrospray (ESI) permite análises sem a necessidade de derivatização, e ou 
demoradas preparações de amostra, além de ser versátil, sensível e seletivo. A ESI 
é muito aplicada nestas análises em função de ser uma técnica que pode dispensar 




ácido carboxílico livres, o que permite detecções mesmo em baixas 
concentrações(MARTIN-VENEGAS et al., 2014;  MASOODI; NICOLAOU, 2006;  
PUPPOLO et al., 2014). 
 
 




A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de detecção, 
tratando-se de uma das técnicas analíticas mais utilizadas e de melhor desempenho. 
O acoplamento do cromatógrafo com o espectrômetro de massas combina as 
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiência de separação) com as 
vantagens da espectrometria de massas (obtenção de informação estrutural, massa 
molar e aumento adicional da seletividade) (VÉKEY, 2001). 
Devido a sua alta sensibilidade e seletividade, a cromatografia líquida de alta 
eficiência acoplada à espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM), é uma 
poderosa técnica analítica para quantificação de um grande número de metabólitos 
com características estruturais muito próximas em diferentes matrizes.  
No sistema CLAE-EM/EM após a passagem da amostra pelo cromatógrafo, 
ela segue para o espectrômetro de massas, que é formado por quatro componentes 
principais: a fonte de ionização, o analisador de massas, o detector e um sistema de 
tratamento de dados (ZHOU; LIOTTA; PETRICOIN, 2013). 
 
 
3.6.1.1 Fontes de ionização 
 
 
A ionização do analito em questão é o ponto crucial da análise por 
espectrometria de massas. O objetivo desta etapa é transformar as espécies neutras 
em espécies iônicas em fase gasosa, através da adição ou remoção de partículas 




Tal etapa é de extrema importância pela natureza analítica deste método. As 
análises em espectrometria de massas, como já dito, são feitas baseadas em 
partículas carregadas, positivamente ou negativamente, devido a facilidade em 
manipular o movimento e a direção destas, pela geração de campos elétricos ou 
magnéticos (DASS, 2007). 
Muitos mecanismos de ionização são descritos na literatura, cada um com 
suas peculiaridades singulares. A escolha do método, entretanto, é baseada na 
natureza do composto analisado e do tipo de informação desejada.  
O desenvolvimento da ionização por eletrospray  revolucionou a análise de 
biomoléculas por meio da espectrometria de massas (DASS, 2007). Esta técnica, 
juntamente com a MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization), são os dois 
métodos de ionização mais utilizados em amostras biológicas (ZHOU et al., 2013). 
Na ESI, ocorre a geração de um fino spray de gotículas carregadas, sobre a 
influência de um intenso campo elétrico. A ionização ocorre em função de uma alta 
voltagem (3 a 4 kV), aplicada na ponta de um fino capilar de aço inoxidável por onde 
emerge a amostra contendo os analitos de interesse, dissolvidos num solvente 
líquido volátil. A diferença de potencial entre a ponta do capilar e o eletrodo, produz 
um campo eletrostático, que é suficientemente forte para dispersar a solução 
emergente em uma fina névoa de gotículas carregadas, em que a carga líquida do 
aerossol se torna positiva ou negativa, dependendo da polaridade da voltagem 
aplicada. A evaporação destas gotículas é geralmente assistida por um fluxo de 
nitrogênio (150-200 °C). Com a diminuição da gotícula e a aproximação das cargas, 
a alta repulsão eletrostática supera as forças de tensão superficial e ocorre então o 
fenômeno da “Explosão Coulombica”, onde os analitos em forma iônica são então 







FIGURA 8 - ESQUEMA DE FUNCIONAMENTO DA IONIZAÇÃO POR Eletrospray (ESI) 
FONTE: adaptado de (CECH; ENKE, 2001) 
 
 
 Outra técnica amplamente utilizada é a ionização química à pressão 
atmosférica (APCI). Nesta técnica, o eluente que saiu da coluna cromatográfica 
passa através de um nebulizador pneumático, o qual é responsável pela geração de 
um spray. Este spray passa por uma região aquecida e é seco, formando espécies 
neutras que sofrem ação de uma descarga corona (CHIARADIA et al., 2008). 
 A APCI pode ser considerada uma técnica complementar à ESI, isto porque é 
útil na análise de compostos que varia de apolares a média polaridade, que sejam 
voláteis e termicamente estáveis, e pelo fato de suportar fluxos cromatográficos 
maiores (0,5 a 2,0 mL.min-1), enquanto que na ESI podemos utilizar fluxos de até 1 
mL.min-1 (CHIARADIA et al., 2008). 
 Em ambas estas duas técnicas temos uma ionização dita como “suave”. Isto 
se deve a energia empregada, que não é suficiente para gerar uma fragmentação 
significativa das moléculas do analito e levando então a formação de íons pseudo-
moleculares intactos [M+H]+ no modo positivo ou [M-H]- no modo negativo 







3.6.1.2 Analisadores de massas 
 
 
Os analisadores de massa são os módulos responsáveis pelo controle da 
trajetória dos íons formados pela fonte de ionização. Através de campos elétricos e 
magnéticos, ocorre a separação entre os íons, segundo os valores de m/z, que são 
então encaminhados para o detector. Diversos mecanismos são utilizados para a 
análise das massas, entre eles os analisadores de setor, por armadilha de íons, por 
tempo de vôo, com transformada de Fourier, por mobilidade de íons e os 
quadrupolares (DE SOUZA, 2008). O Quadro 2 mostra as diferentes metodologias 
empregadas pelos analisadores de massas mais comuns. 
 
 
TIPO DE ANALISADOR DE 
MASSAS 
MECANISMO DE SEPARAÇÃO DA m/z 
Analisadores de setor 
Utiliza campos elétricos e magnéticos em forma circular para 
afetar a trajetória e a velocidade dos íons até a sua chegada 
ao detector. Dessa forma, a separação ocorre em função da 
maior ou menor trajetória percorrida pelos íons em função da 
relação m/z (quanto maior a m/z, maior a trajetória percorrida). 
Analisadores por armadilha de 
íons 
O analito é aprisionado em um ambiente cercado por 
eletrodos, que cria um campo elétrico que mantém os íons em 
uma órbita estável em seu interior. Em função da aplicação de 
voltagem por radiofreqüência, os íons são desestabilizados e 
ejetados para fora do analisador, de uma forma crescente de 
acordo com seus valores de m/z. 
Analisadores por mobilidade de 
íons 
Possuem um ambiente denominado “câmara de 
deslizamento”, na qual existe um campo elétrico uniforme (que 
impulsiona os íons até o detector) e um gás como o argônio 
(que oferece resistência para o deslocamento dos íons). 
Dessa forma, íons mais volumosos percorrem a câmara e 
atingem o detector mais lentamente, quando comparados com 
íons mais compactos 
Analisadores quadrupolares 
Utilizam campos elétricos oscilantes (gerados por corrente-
direta ou por radiofreqüência), que aplicados em quatro barras 
metálicas dispostas como nos vértices de um quadrado, 
estabilizam ou desestabilizam seletivamente íons com 
determinadas m/z durante sua passagem pelo centro do 
quadrupolo. Dessa forma, o quadrupolo atua como um filtro, 
permitindo a chegada ao detector somente de íons que 
conseguiram atravessar o campo elétrico, e ainda assim, cada 
qual em um tempo diferente. 
Analisadores por tempo de vôo 
Baseiam-se no princípio de que íons de mesma carga 
possuem velocidades iguais se acelerados em um campo 
elétrico com potencial constante, e então a sua velocidade 
dentro do analisador será proporcional apenas a sua massa. 
Dessa forma, íons de menor m/z, ou seja, com massas 
menores, atingirão o detector antes dos íons de massa maior 
QUADRO 2 – MECANISMOS DE SEPARAÇÃO DE ÍONS PELOS ANALISADORES DE MASSAS 




Analisadores por transformada de 
Fourier 
Aprisionam íons em órbitas através de campos magnéticos e 
elétricos estáticos, e pulsos característicos de voltagem por 
radiofreqüência excitam íons de acordo com suas m/z, que 
então mudam de órbita e conseguem atingir o detector. 
QUADRO 2 – MECANISMOS DE SEPARAÇÃO DE ÍONS PELOS ANALISADORES DE MASSAS 
MAIS COMUNS USADOS EM ESPECTROMETRIA DE MASSAS (conclusão) 
FONTE: adaptado de De souza (2008) 
 
 
Os sistemas quadrupolares de análise de massas, utilizando analisadores do 
tipo triplo-quadrupolo são os mais utilizados (NIESSEN, 2003). 
 Este instrumento é composto por três quadrupolos em série. O primeiro têm a 
função de filtrar e isolar os íons de acordo com sua m/z. No segundo quadrupolo 
(célula de colisão) temos a fragmentação dos íons por meio de dissociação induzida 
por colisão com um gás inerte e posterior direcionamento ao terceiro quadrupolo. 
Quando esta colisão é realizada com baixa energia temos normalmente a formação 
de fragmentos neutros, que podem ser importantes na determinação estrutural, pois 
fornecem informações sobre grupos funcionais presentes na molécula(CHIARADIA 
et al., 2008). 
 Ao se utilizar uma alta energia de colisão, geralmente ocorre a quebra da 
molécula em regiões específicas, nos dando informações estruturais mais 
significativas. Esta energia deve ser cuidadosamente escolhida, pois energias muito 
altas podem levar a fragmentações descontroladas(CHIARADIA et al., 2008). 
 
 
 3.6.1.3 Detectores 
 
 
Os detectores compreendem a porção final dos espectrômetros de massas, e 
sua função é detectar os íons que chegam até eles e amplificar o sinal. Para isto 
converte os feixes de íons em um sinal elétrico, que pode ser amplificado, 
armazenado, e exibido de forma que possa ser facilmente entendido. Dentre as 
principais características que um detector deve ter podemos citar; sensibilidade, 
precisão, resolução, tempo de resposta, estabilidade, ampla faixa dinâmica, e baixo 









TIPO DE DETECTOR DE 
MASSAS 
MECANISMO  
Detector copo de Faraday 
Se baseia na detecção de íons por meio de um eletrodo 
coletor conectado a um amplificador de alta impedância por 
meio de uma resistência de retroalimentação. O feixe de íons 
incidente transfere sua carga no momento de incidência com o 
eletrodo. 
Multiplicadores de elétrons 
Consiste de um conjunto de dinodos à base de Cu-Be 
polarizados com alta tensão. Quando um íon colide com alta 
velocidade sobre o primeiro dinodo arranca uma certa 
quantidade de elétrons. Estes elétrons, quando incidem sobre 
o segundo dinodo, aumentam em X2 e estes X2 elétrons, 
quando incidem na terceira célula, aumentam em X3. A 
quantidade final de elétrons amplificados se dá na forma de 
progressão geométrica. 
Detector por fotomultiplicador 
De construção similar ao multiplicador de elétrons, se baseia 
na conversão do feixe de íons em feixe de fótons por meio de 
um material cintilante presente nos dinodos. 
Detectores de pós-aceleração 
Estes detectores coném dois dinodos de conversão, um para 
íons positivos e outro para íons negativos um material 
cintilante (fósforo) e um fotomultiplicador. Os elétrons 
secundários emitidos são acelerados na direção do material 
cintilante. Os fotos liberados  do fósforo são transmitidas para 
o fotomultiplicador para posterior  detecção. 
Detectores criogênicos 
Baseiam-se no princípio da transformação de energia cinética 
dos íons, em calor. A resposta da calorimetria destes tipos de 
detectores é 100% eficiente e independente da massa, não 
tendo limite superior para detecção. 
Detectores do tipo placas 
multicanais (MCP) 
São placas contendo milhares de pequenos canais com efeito 
amplificador semelhante a de Multiplicadora de Elétrons. Muito 
utilizados em espectrômetros de massas com analisadores do 
tipo tempo de vôo (TOF). Apresentam altíssima sensibilidade, 
alta velocidade de aquisição e baixo ruído eletrônico, porém 
saturam-se facilmente e apresentam baixa sensibilidade. 
QUADRO 3 – MECANISMOS DE DETECÇÃO DE ÍONS PELOS DETECTORES DE MASSAS 
USADOS EM ESPECTROMETRIA DE MASSAS 
FONTE: adaptado de Dass (2007) 
 
 
Dentre os vários tipos de detectores existentes, destaca-se o multiplicador de 
elétrons, utilizado em diferentes tipos de espectrômetros de massas. Sua habilidade 
em amplificar pequenas correntes iônicas em correntes ou pulsos elétricos 
facilmente mensuráveis faz desta técnica uma sensível ferramenta para a 
quantificação de analitos. O princípio de funcionamento de um multiplicador de 




carregada (proveniente do analisador de massas) atinge uma superfície denominada 
dinodo, causando a liberação de elétrons dos átomos que a constituem, geralmente 
cobre ou berílio. Dessa forma, os dinodos atuam refletindo as partículas que se 
chocam a eles, atuando na amplificação do sinal inicial, que pode chegar à ordem de 
107 a 108 (RICHTER et al., 2001). 
A Figura 9 mostra o esquema de funcionamento de um detector do tipo 




FIGURA 9 – ESQUEMA DE FUNCIONAMENTO DE UM DETECTOR DE MASSAS DO TIPO 
MULTIPLICADOR DE ELÉTRONS 
FONTE: adaptado de Sato; Kawashita (2002) 
 
 
3.7 VALIDAÇÃO DE MÉTODOS BIOANALÍTICOS 
 
 
A validação de um método é um aspecto crucial da garantia da qualidade 
analítica, e assim tem recebido uma atenção considerável por parte da comunidade 
cientifica, comitês industriais e entidades reguladoras (SILVA; ALVES, 2006).Cada 
método, seja ele analítico ou bioanalítico, tem sua particularidade e está sujeito a 
variações. Logo, para que a correta interpretação dos seus resultados seja 
alcançada, é primordial garantir a qualidade nas análises de modo que esses 
métodos sejam reprodutíveis e confiáveis (RIBANI et al., 2004; SHAH, 2007). 
Para tal finalidade, utiliza-se da ferramenta de validação. Que tem por 
objetivo, garantir por meio de estudos experimentais, que o método atenda as 
exigências das aplicações analíticas, assegurando dessa forma a credibilidade dos 




mudanças na síntese da substância ativa e/ou na composição do produto acabado, 
faz-se necessária a análise de uma série de parâmetros que garantam que o método 
de análise seja confiável (BRASIL, 2012).  
Desse modo, a Agência nacional de vigilância sanitária do Brasil (ANVISA), 
pela resolução RDC n. 27, de 17 de maio de 2012, exige alguns parâmetros a serem 
analisados: Limites de detecção e quantificação, linearidade, seletividade, efeito 
residual, efeito matriz, precisão, exatidão e estabilidade dos analitos em matriz e em 






É a habilidade de um método analítico de diferenciar e quantificar os 
compostos em estudo de outros componentes que possam estar presentes na 
matriz biológica, ou seja: medir exatamente um composto específico na amostra, 
independente da presença de outros componentes tais como impurezas, produtos 
de degradação e demais elementos da matriz. Em métodos instrumentais de 
separação a seletividade é a garantia de que os resultados obtidos não sejam 
prejudicados pela presença de interferentes da amostra (BRASIL, 2012).  Dessa 
forma, a seletividade garante que o pico da resposta seja exclusivamente do 
composto de interessee deve ser o primeiro passo no desenvolvimento e validação 






A linearidade é definida como a relação entre a resposta do instrumento e a 
concentração conhecida do analito (FDA, 2013). A validação quanto a este 
parâmetro deve garantir um máximo de precisão e exatidão nos resultados, 




As CQ estão descritas a seguir, e nada mais são do que amostras de matriz 
adicionada do analito em concentração específica, utilizadas para validar emonitorar 
o desempenho de um método bioanalítico (BRASIL, 2012).  
 Amostra de controle de qualidade de baixa concentração (CQB): amostra de 
matriz adicionada do analito em concentração até três vezes o limite inferior 
de quantificação do método; 
 Amostra de controle de qualidade de média concentração (CQM): amostra de 
matriz adicionada do analito em concentração próxima à média entre o limite 
inferior e superior de quantificação do método para cada analito; 
 Amostra de controle de qualidade de alta concentração (CQA): amostra de 
matriz adicionada do analito em concentração entre 75 e 85% da maior 
concentração da curva de calibração; 
 Amostra de controle de qualidade de diluição (CQD): amostra de matriz 
adicionada do analito em concentração acima da maior concentração da 
curva de calibração, analisada por meio de procedimento e proporção de 






A precisão representa a proximidade dos resultados obtidos por repetidas 
aferições de múltiplas alíquotas de uma única fonte de matriz (BRASIL, 2012).  
Dessa forma, o procedimento analítico é aplicado várias vezes sob condições 
idênticas de ensaio numa amostra homogênea, e a precisão é então expressa em 
função da dispersão dos resultados, através do coeficiente de variação (CV%), entre 
as determinações. A precisão é considerada em três níveis: repetibilidade, precisão 
intermediária e reprodutibilidade (BRASIL, 2012; SILVA; ALVES, 2006). 
A repetibilidade, também chamada de precisão intra-corrida, representa a 
concordância entre os resultados dentro de um curto período de tempo, com o 




replicatas, em pelo menos cinco concentrações diferentes (LIQ, CQB, CQM, CQA e 
CQD) (BRASIL, 2012). 
A precisão intermediária, ou precisão inter-corridas, revela a concordância 
entre os resultados do mesmo laboratório, porém obtidos em dias diferentes e com 
analistas e/ou equipamentos diferentes, avaliando-se portanto os efeitos aleatórios 
do procedimento analítico. Ela representa com mais confiabilidade a variabilidade 






A exatidão de um método analítico é definida como a proximidade dos 
resultados obtidos pelo método em estudo em relação a um valor de referência. 
Similar ao ensaio de precisão, a exatidão deve ser avaliada em dois níveis: 
intracorrida e intercorrida. A exatidão é expressada pelo Erro Padrão Relativo (EPR), 
apresentada em porcentagem. 
 
 
3.7.5 Limite de detecção (LD) 
 
 
O limite de detecção representa a menor quantidade de analito presente em 
uma amostra que pode ser detectado, porém não necessariamente quantificado, sob 
as condições experimentais estabelecidas (BRASIL, 2012). Ele é estabelecido por 
meio da análise de soluções de concentrações conhecidas e decrescentes do 
analito, até o menor nível, que pode ser confiavelmente detectável, através da 
diferenciação do ruído de fundo. Na prática, no caso dos métodos instrumentais 
como CLAE e CG, o limite de detecção pode ser estimado com base na relação 
sinal-ruído, onde o sinal do analito deve ser pelo menos três vezes o ruído da linha 





3.7.6 Limite de quantificação (LQ) 
 
 
O limite de quantificação é a menor quantidade do analito em uma amostra 
que pode ser determinada com precisão e exatidão aceitáveis sob as condições 
experimentais estabelecidas. Este parâmetro, também pode ser determinado através 
da análise de soluções de concentração conhecida sucessivamente diluídas, por 
meio da relação sinal-ruído gerado. Desta forma, determina-se o ruído da linha de 
base e considera-se como limite de quantificação aquela concentração que produza 







A estabilidade é um parâmetro que visa determinar se um analito mantém-se 
quimicamente inalterado numa dada matriz sob condições específicas, em 
determinados intervalos de tempo. As condições de realização dos ensaios de 
estabilidade devem reproduzir as reais condições de manuseio e análise das 
amostras. Dessa forma, este estudo deve ser realizado durante a coleta e sob 
armazenamento de curta e longa duração das amostras. A instabilidade das drogas, 
seus metabólitos ou ainda das pró-drogas é um dos principais problemas relativos 
às amostras biológicas, e por isso, monitorar o comportamento da substância de 
interesse tanto em solução quanto na matriz biológica é de fundamental importância 
para evitar a subestimação ou a superestimação da sua concentração (NOVÁKOVÁ; 
VLCKOVÁ, 2009). Os problemas de estabilidade em geral se relacionam com as 
condições de armazenamento, presença de enzimas, pH, anticoagulante, ciclos de 
descongelamento, luz, e pelas propriedades químicas do analito, da matriz e do 
recipiente de armazenamento (BRASIL, 2003; FDA, 2013; NOVÁKOVÁ; VLCKOVÁ, 




manuseio e análise das amostras, e não pode ser extrapolado se houver qualquer 
mudança na conduta de um ensaio bioanalítico (BRASIL, 2003, 2012). 
 
 
3.7.9 Efeito matriz 
 
 
O efeito matriz é o efeito na resposta do analito ou padrão interno causado 
pela co-eluição de componentes residuais da matriz, que afetam a eficiência da 
ionização ou detecção das moléculas alvo (supressão ou elevação de sinal). 
(PATEL, 2011; BRASIL, 2012). Este efeito ocorre com mais freqüência quando a 
ionização é por eletrospray (YADAV et al., 2009). Avaliar esse parâmetro é de suma 




3.7.10 Efeito residual 
 
 
Gerado pelo aparecimento ou aumento do sinal do analito ou padrão interno 
causado por contaminação proveniente de amostras analisadas anteriormente 
(BRASIL, 2012). Trata-se então, de um ensaio que visa garantir que a amostra 

















4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO DE EXTRAÇÃO DE EICOSANÓIDES DO 
MEIO DE CULTIVO CELULAR 
 
 
Diferentes experimentos foram realizados no sentido de se obter o maior 
rendimento possível de recuperação dos analitos do meio de cultivo celular. A 
análise da literatura mostrou uma grande variedade de técnicas, envolvendo 
principalmente extração por partição líquido-líquido e extração por fase sólida 
utilizando cartuchos de sílica C-18, sílica híbrida ou similar (BLEWETT et al., 2008; 
HISHINUMA et al., 2007; NITHIPATIKOM et al., 2003; SCHMIDT; COSTE; 
GEISSLINGER, 2005). 
Para o método de extração líquido-líquido, diversas condições foram testadas 
(quadro 4) a fim de se obter a máxima eficiência de extração para todos os 
compostos analisados. Inicialmente foram definidos os melhores líquidos extratores, 
para posteriormente determinar a melhor condição de extração. Por último ajustes 
nos tempos de centrifugação e quantidade recuperada foram definidos a fim de se 
obter a melhor condição de extração. 
Para o cálculo da porcentagem de recuperação, uma solução padrão dos 
analitos a 10 ng.mL-1 diluído em fase móvel foi preparado no momento do uso, e a 
área relativa a este padrão (considerada 100%) foi comparada com a área do analito 
recuperado na amostra, segundo a Equação (1). 
 
 
       Área do pico na amostra 
R(%)=-------------------------------------------------x100 
         Área do pico na solução padrão 
 
 
Os testes foram realizados em triplicata, os resultados foram expressos em 
porcentagem de recuperação e a condição escolhida com base no maior sinal/ruído  





desenvolvimento do método de extração de PGE2, PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, e 













1 Hexano 1 mL 1 de 1 mL 900 μL 
2 Acetato de etila 1 mL 1 de 1 mL 900 μL 
3 
Hexano/Acetato de etila 
50:50 
1 mL 1 de 1 mL 900 μL 
4 
Hexano/Acetato de etila 
80:20 
1 mL 1 de 1 mL 900 μL 
5 
Hexano/Acetato de etila 
20:80 
1 mL 1 de 1 mL 900 μL 
6 Clorofórmio 1 mL 1 de 1 mL 900 μL 
7 
Éter metil terciário 
butílico 
1 mL 1 de 1 mL 
 
900 μL 
8 Éter dietílico 1 mL 1 de 1 mL 900 μL 
9 Diclorometano 1 mL 1 de 1 mL 900 μL 
10 Acetato de etila 2 mL 2 de 1 mL 1800 μL 
11 
Hexano/Acetato de etila 
50:50 
2 mL 2 de 1 mL 1800 μL 
12 
Hexano + Acetato de 
etila 
1 mL + 1 mL 2 de 1 mL 1800 μL 
13 Acetato de etila 1.5 mL 3 de 500 uL 1200 μL 
14 Acetato de etila 2 mL 
2 de 500 μL e 1 de 
1 mL 
1700 μL 
15 Acetato de etila 1 mL 1 de 1 mL 800 μL 
16 Acetato de etila 1 mL 1 de 1 mL 700 μL 
     
QUADRO 4 – CONDIÇÕES EMPREGADAS NOS TESTES DE RECUPERAÇÃO DE PGE2, PGD2, 6-
CETO-PGF1α, PGF2α E TXB2 EM MEIO DE CULTIVO CELULAR, UTILIZANDO EXTRAÇÃO 
LÍQUIDO-LÍQUIDO. 
FONTE: O autor (2016) 
 
 
4.2 EXTRAÇÃO DOS EICOSANÓIDES DO CULTIVO CELULAR 
 
 
 Num primeiro momento, as amostras foram centrifugadas (Eppendorf®, 
Centrifugue 5810R) por 5 minutos a 14000 rpm para remover restos celulares 





O sobrenadante do cultivo celular obtido após o tratamento das células foi 
submetido a um processo de extração para a quantificação dos eicosanóides. Em 
um tubo de polipropileno de 2 mL, 900 µL de sobrenadante foram adicionados de 50 
µL de padrões internos, correspondendo a 5 ng, e 50 µL de ácido fórmico para 
garantir que as moléculas de interesse se encontrem em sua forma não ionizada. 
Após esta etapa é agitada em vórtex a 3200 rpm (Scientific industries, inc®, vortex-




4.2.1  Extração líquido-líquido 
 
 
Ao sobrenadante, obtido conforme descrito em 4.2, em tubo de polipropileno, 
foi adicionado 1 mL de solvente acetato de etila e então agitados por 5 minutos em 
vórtex a 3200 rpm, seguida de 10 minutos de centrifugação a 14000 rpm 
(Eppendorf®, Centrifugue 5810R). O sobrenadante, 700 µL da fase orgânica, 
recuperado em tubos de polipropileno de 2 mL, foi evaporado em fluxo de nitrogênio. 
Após total evaporação, o resíduo foi ressuspendido com 100 µL de fase móvel, 
agitado em vórtex por 30 segundos e mantido em banho de ultra-som por 30 
segundos, seguida de centrifugação (14000 rpm 0° C por 1 minuto). Finalmente, 
transferiu-se 70 µL do sobrenadante para insertos em vials âmbar, para posterior 
análise por CLAE-EM/EM. 
 
 
4.2.2 Extração em fase sólida 
 
 
 Ao sobrenadante, obtido conforme descrito na seção 4.2, em tubo de 
polipropileno, foi conduzido o método de extração em fase sólida, utilizando 
cartuchos de extração em fase sólida (HLB OasisTMWaters®, 30 µm de poro, 30 mg 




sistema Manifold (Waters®, Milford-Massachussetts, USA). Método este 
desenvolvido por Martins (2013). Dessa forma, aliquotou-se 900 μL do meio de 
cultivo DMEM (suplementado com 0,1% de SFB, isento de vermelho de fenol) 
previamente centrifugado por 5 minutos a 7000 rpm a -9°C (Eppendorf®, Centrifugue 
5810R). Este foi fortificado com 50 μL de solução-padrão dos analitos a 200 ng.mL-1, 
e em seguida submetido a extração em fase sólida da seguinte forma: 
primeiramente o pré-acondicionamento da coluna de EFS (Oasis HLBTM) foi 
realizado com 2 mL de metanol e 2 ml de ácido fórmico 0,1%. Após a passagem da 
amostra, o cartucho foi lavado com 2 ml de ácido fórmico 0,1%. Então, o cartucho foi 
eluído com 1 ml de acetato de etila e 1 mL de hexano, sendo estas frações 
recuperadas (tubos de polipropileno de 2 mL) e então evaporadas através de fluxo 
de nitrogênio. Em seguida, o resíduo foi reconstituído com 100 µl de fase móvel, 
agitado em vórtex durante 1 minuto e mantido em banho de ultra-som por 30 
segundos. Finalmente, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm (-9°C) por 5 
minutos, e então 70 µL do sobrenadante foram transferidos para insertos em vials 
âmbar para a análise por CLAE-EM/EM.  
 
 
4.3 DESENVOLVIMENTO DE MÉTODO DE ANÁLISE DE PGE2, PGD2, 6-CETO-
PGF1α, PGF2α, E TXB2 POR CLAE-EM/EM 
 
Um novo método para análise dos metabólitos PGE2, PGD2, 6-CETO-PGF1α, 
PGF2α, e TXB2 foi desenvolvido, buscando especificidade, qualidade dos picos 
cromatográficos e rapidez na análise. A análise na literatura atual revelou que o 
tempo médio para a análise de eicosanóides ficou em torno de 13 minutos. O 









O cromatógrafo utilizado nas análises foi um modelo Agilent® Technologies 
1200 Series, com bomba binária G1312B, desgaseificador G1379B e forno de 
coluna TCC SL G1316B. O sistema foi acoplado a um espectrômetro de massas do 
tipo triplo quadrupolo da Applied Biosystems® modelo API 3200, utilizando fonte de 
ionização do tipo Eletrospray (ESI). O injetor automático e gerenciador de amostras 
utilizado foi o modelo CTC Waters® 2777 Sample Manager, e os dados obtidos pelo 
CLAE-EM/EM foram processados através do software Analyst®, versão 1.4.2. 
 
 
4.3.2 Preparo de padrões 
 
 
Os padrões de PGE2, PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, TXB2 de concentração 
200.000 ng.mL-1 (Cayman® Chemical, lote 046633) e PGB2-d4 de concentração 
500.000 ng.mL-1 (Cayman® Chemical, lote 2745-5) ambos diluídos em acetato de 
metila foram mantidos em suas embalagens de origem sob refrigeração a -40°C até 
o momento do uso. 
Foi preparada uma solução-estoque por diluição com metanol (Tedia® Brazil), 
de forma a obter uma solução de 1000 ng.mL-1 de cada um dos analitos (PGE2, 
PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, e TXB2), e também uma solução-estoque de PGB2-
d4, de concentração 200 ng.mL-1, por diluição em metanol (Tedia® Brazil). Estas 
soluções foram armazenadas em refrigerador a -40°C. As soluções de trabalho 
foram preparadas diluindo a solução-estoque em diluente adequado de acordo com 
a necessidade de cada experimento. 
Durante todo o processo de preparo das soluções, evitou-se a incidência 
direta de luz sobre as amostras, trabalhando-se em ambiente com pouca 
luminosidade. Além disso, o tempo de exposição das soluções a temperatura 








4.3.3 Desenvolvimento do método por CLAE-EM/EM 
 
 
4.3.3.1 Infusão direta no Espectrômetro de Massas (EM) 
 
 
A checagem do sinal dos analitos foi realizada através da técnica da infusão 
direta. Este passo foi necessário para a avaliação da intensidade da ionização 
sofrida pelos analitos na solução. Dessa forma, uma solução contendo a mistura dos 
padrões de PGE2, PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, TXB2 e PGB2-d4 foi elaborada a 
uma concentração de 250 ng.mL-1 de cada composto, diluídos em acetonitrila/água 
(50:50 v/v). Esta concentração foi suficiente para obter-se uma intensidade de sinal 
com valores próximos entre 2 x 105 e 1 x 106 cps, preconizada pelo fabricante do 
equipamento como sendo suficiente para que seja possível a posterior otimização 
automática dos parâmetros de detecção. 
Para este experimento, a posição do capilar vertical do ESI foi mantido em   
10 mm e do horizontal em 5 mm. As amostras então foram infundidas no EM 
utilizando uma seringa (Hamilton®, Reno, NV-USA), mantendo um fluxo de 
alimentação de 10 µL/min. O monitoramento dos dois analitos foi realizado no modo 
negativo, em função das suas características de ionização. 
 
 
4.3.3.2 Otimização automática do equipamento por MRM 
 
 
Uma vez que a concentração utilizada para os analitos se adequou às 
características do equipamento, foi então realizada a otimização automática dos 
parâmetros de DP (potencial de desagregação), EP (potencial de entrada), CEP 
(potencial de entrada na célula de colisão), CE (energia de colisão) e CXP (potencial 
da célula de saída) do analisador de massas do equipamento. Um ajuste fino de 




procedimento o software utilizado para o processamento de dados forneceu um 
relatório contendo todos os valores otimizados. 
Após a otimização por MRM (Multiple Reaction Monitoring), foram obtidos os 
espectros dos íons moleculares [M-H]- da PGE2, PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, TXB2 
e do padrão interno PGB2-d4, bem como seus fragmentos (íons-filhos). Foram então 
escolhidos para o monitoramento no espectrômetro de massas os dois fragmentos 
mais intensos (estáveis) relativos a cada analito.  
 
 




Após o ajuste dos parâmetros do analisador de massas, foram então 
otimizados os parâmetros da fonte de ionização. Para isto foi realizada uma Análise 
por Injeção em Fluxo (FIA), que ajustou CUR (gás de cortina), CAD (gás de colisão), 
GS1 (gás nebulizador), GS2 (gás secante), IS (voltagem do capilar) e TEM 
(temperatura da fonte). 
A injeção em fluxo foi realizada acoplando-se o cromatógrafo, sem a coluna 
cromatográfica, ao espectrômetro de massas. A fase móvel utilizada foi 
acetonitrila/água (50:50 v/v), com fluxo de 200 µL.min-1 e volume de injeção de 10 
µL. A posição vertical do capilar do Eletrospray foi ajustada para 3 mm, e a 
horizontal para 5 mm. 
 
 
4.3.3.4 Análise por CLAE-EM/EM 
 
 
Para o desenvolvimento do método analítico, foi utilizada como base 
metodologia descrita por Martins (2013). O método citado foi modificado com a 
finalidade de otimização do mesmo. Diversas colunas foram testadas (Quadro 5), 
assim bem como diferentes composições de fase móvel e condições 





1 ZORBAX SB C-18 4,6 x 150 mm 1.8 µm 
2 Aquity BEH C-18 2,1 x 100 mm 1.7 µm 
3 XBRIDGE C-18 2,1 x 100 mm 5 µm 
4 ZORBAX Eclipse XDB C-18 4,6 x 150 mm 3.5 µm 
5 ZORBAX Eclipse XDB C-18 2,1 x 50 mm 1.8 µm 
6 ZORBAX Eclipse XDB C-18 4,6 x 50 mm 1.8 µm 
QUADRO 5 – RELAÇÃO DAS COLUNAS TESTADAS NO DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO 
ANALÍTICO PARA QUANTIFICAÇÃO DE EICOSANÓIDES EM MEIO DE CULTIVO DE CÉLULAS 
RAW 264.7. 
 
Com o desenvolvimento finalizado, a coluna de cromatografia escolhida foi 
uma ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4.6 x 50 mm) 1.8 µm. A fase móvel utilizada foi 
água (A) e acetonitrila (B), ambas contendo 1% de ácido fórmico, a um fluxo de 700 
µl.min-1 com tempo de corrida de 4 minutos e meio e gradiente descrito na Tabela 1. 
O volume de injeção foi de 5 µl e o forno de coluna se manteve em 40 °C. No 
espectrômetro de massas, o modo de ionização utilizado foi o negativo, com o 
nitrogênio sendo usado como gás nebulizador. A temperatura do gás foi de 450 ºC e 
a voltagem do capilar do eletrospray foi -4500 V. A solução de limpeza utilizada no 
injetor automático foi água/acetonitrila (50:50) contendo 0,5 % de ácido fórmico. 
 
 
TABELA 1 – GRADIENTE CROMATOGRÁFICO UTILIZADO NO MÉTODO FINAL PARA 
DETECÇÃO E DOSEAMENTO DE EICOSANÓIDES EM MATRIZ DE CÉLULAS RAW 264.7 E MEIO 
DE CULTIVO DMEM. 
 0 min 0,5 min 1,57 min 1,58 min 4 min 
A (%) 55 55 25 55 55 
B (%) 45 45 75 45 45 
 
 
Na Tabela 2, encontram-se os valores de transição MRM para cromatografia 









TABELA 2 - TRANSIÇÕES MRM UTILIZADAS NA CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA A 
ESPECTROMETRIA DE MASSAS TANDEM PARA COMPOSTOS EICOSANÓIDES 
EICOSANÓIDE MRM (m/z) 
ENERGIA DE COLISÃO 
(Volts) 
TIPO DE ANÁLISE 
PGE2 351.1-271.2 -22000 Quantificação 
PGD2 351.1-271.2 -22000 Quantificação 
6-keto-PGF1α(PGI2) 369.0-163.2 -34000 Quantificação 
TXB2 369.0-169.1 -24000 Quantificação 
PGF2α 353.1-193.0 -30000 Quantificação 
PGB2-d4 337.1-113.1 -34000 Quantificação 
PGE2 351.1-315.3 -14000 Confirmação 
PGD2 351.1-315.3 -14000 Confirmação 
6-keto-PGF1α(PGI2) 369.0-83.0 -30000 Confirmação 
TXB2 369.0-195.2 -18000 Confirmação 
PGF2α 353.1-309 -25000 Confirmação 
PGB2-d4 337.1-179.4 -30000 Confirmação 
    
 
 
4.4 VALIDAÇÃO DO MÉTODO BIOANALÍTICO 
 
 
A validação do método bioanalítico seguiu os critérios estabelecidos pela 
resolução ANVISA RDC n. 27, de 17 de maio de 2012. De acordo com esta 
resolução os seguintes parâmetros foram avaliados: limites de detecção e 
quantificação, exatidão, seletividade, efeito residual, efeito matriz, linearidade, 




4.4.1 Limites de detecção e quantificação 
 
 
O limite de detecção (LD) e o limite inferior de quantificação (LIQ) foram 




trabalho a partir de uma solução mãe (contendo PGE2, PGD2, 6-CETO-PGF1α, 
PGF2α e TXB2) de concentração 1000 ng.mL
-1 foram preparadas por meio de 
diluições sucessivas. 50 µL desta solução, 50 µL de uma solução a 200 ng.mL-1 de 
padrão interno (PGB2-D4) e 50 µL de ácido fórmico foram adicionadas de 900 µL de 
matriz, extraídas (seção 4.2.1) e analisadas até que fosse estimado através da 
relação sinal/ruído de 3:1 para o LD e pelo menos 10:1 para o LIQ, até que desejada 






A linearidade foi avaliada durante três dias distintos através do método da 
padronização interna. Para o preparo das curvas de calibração, alíquotas de 900 µL 
de matriz de validação foram fortificadas com 50 µL da solução contendo os analitos, 
50 µL da solução do padrão interno e 50 µL de ácido fórmico. Após fortificação das 
amostras, os analitos foram extraídos conforme descrito na seção 4.2.1, de modo a 
obter sete níveis de concentração em triplicata (Tabela 3), onde a menor 
concentração da curva corresponde ao LIQ. 
Para os compostos uma curva de calibração foi gerada automaticamente pelo 
software Analyst® versão 1.4.2 a fim de confirmar a relação linear entre as áreas dos 
picos dos analitos/área do pico do padrão interno versus a concentração dos 
analitos/concentração do padrão interno. O modelo matemático para gerar a curva 
foi o método dos quadrados mínimos utilizando regressão linear 1/x. O ângulo, o 
intercepto e o coeficiente de correlação (r) foram calculados como parâmetros da 
regressão. Além disso, para cada composto, em cada nível de concentração, foram 
calculados o desvio padrão relativo (DPR) e o erro relativo (ER%) com a finalidade 
de monitorar os ajustes de precisão e exatidão dos dados. Para cada nível de 
concentração as variações de precisão e exatidão não devem exceder 15%, exceto 
para o LIQ onde não devem ser observadas variações maiores que 20%. O 
coeficiente de correlação (r2) deve ser igual ou superior a 0,98 (BRASIL, 2012).Além 




avaliadas. Os níveis relativos aos controles de qualidade baixo (CQB), médio (CQM) 
e alto (CQA), foram respectivamente 10,0, 100,0 e 150,0 ng.mL-1. 
 
 
TABELA 3 – NÍVEIS DE CONCENTRAÇÃO DOS ANALITOS UTILIZADOS PARA A CONSTRUÇÃO 






























PGE2 5 10 20 50 100 150 200 
PGD2 5 10 20 50 100 150 200 
6-CETO-PGF1α 5 10 20 50 100 150 200 
PGF2α 5 10 20 50 100 150 200 
TXB2 5 10 20 50 100 150 200 
PGB2-D4* 100 100 100 100 100 100 100 






 A seletividade foi avaliada através do método de comparação com a matriz. 
Para a realização deste ensaio, alíquotas de 100 µL de metanol e 50 µL de ácido 
fórmico foram adicionadas a tubos de polipropileno contendo, separadamente, seis 
amostras com 900 µL de meio DMEM que passou 24 horas em contato com as 
células de cultivo. Estas amostras foram submetidas ao processo de extração 
descrito na Seção 4.2.1. 
Em uma segunda etapa, duas alíquotas de 900 µL de meio DMEM, que 
passou 24 horas em contato com as células de cultivo foram fortificadas com 50 µL 
da solução dos analitos, 50 µL da solução do padrão interno e 50 µL de ácido 
fórmico de modo a obter a concentração referente ao LIQ. Estas amostras foram 
submetidas ao processo de extração descrito na Seção 4.2.1. 
Os cromatogramas obtidos com as matrizes isentas dos analitos de interesse 
foram sobrepostos aos cromatogramas obtidos com o plasma fortificado. As 
respostas de picos interferentes próximos ao tempo de retenção do analito devem 




respostas de picos interferentes próximos ao tempo de retenção do PI devem ser 
inferiores a 5% da resposta do PI (BRASIL, 2012). 
 
 
4.4.4 Amostras de controle de qualidade 
 
 
As amostras de controle de qualidade (CQ) do limite inferior de quantificação 
(LIQ), e as de baixa (CQB), média (CQM) e alta concentração (CQA) foram 
preparadas de maneira similar às amostras da curva de calibração (Tabela 3), porém 
em cinco réplicas, de acordo com as concentrações descritas na Tabela 4. O critério 
de aceitação das amostras de CQ é determinado pela obtenção de ao menos 66 % 
dos controles com desvio inferior a 15 % comparado ao valor nominal da curva de 
calibração, exceto para o LIQ onde não devem ser observadas variações maiores 
que 20 % (BRASIL, 2012). 
A única amostra de CQ preparada de maneira distinta às amostras da curva 
de calibração foi a amostra de controle de qualidade de diluição (CQD). O preparo 
da CQD consistiu em adicionar de 900 µL de matriz com 50 µL dos analitos de modo 
a obter uma concentração final de 500 ng.mL-1 de cada composto, seguido de 
agitação em vórtex por 3 minutos a 3200 rpm e centrifugação por 5 minutos a   
14000 rpm 0°C. Após esta etapa a amostra foi aliquotada para tubos de 
polipropileno (3 de 190 µL) e adicionadas de 710 µL de matriz. As amostras foram 






























PGE2 5 10 100 150 200 500 
PGD2 5 10 100 150 200 500 
TXB2 5 10 100 150 200 500 
PGF2α 5 10 100 150 200 500 







4.4.5 Efeito residual 
 
 
 O teste do efeito residual foi realizado para verificar um possível arraste dos 
analitos e PI gerados por análises anteriores. Para a condução do ensaio, foram 
realizadas injeções consecutivas de uma amostra de matriz isenta da adição de 
padrões, uma amostra de matriz fortificada com os analitos de interesse nos níveis 
mais altos de concentração da curva de calibração (tabela 3) e duas amostras de 
matriz isenta de adição de padrões. As respostas dos picos interferentes, presentes 
nas duas amostras de matriz isenta de analitos injetadas após a amostra fortificada, 
devem ser inferiores a 20% comparado com as respostas dos analitos nas amostras 
processadas do LIQ. Para o padrão interno (PI), as respostas obtidas com o plasma 
normal devem ser inferiores a 5% da resposta do PI (BRASIL, 2012). 
 
 
4.4.6 Precisão e exatidão 
 
 
A precisão e a exatidão foram avaliadas durante três dias consecutivos (intra-
dia e inter-dia) através da análise de oito réplicas de amostras controle (CQ-LIQ, 
CQB, CQM, CQA e CQD) preparadas conforme descrito na seção 4.4.4. 
A precisão foi expressa em termos do desvio padrão relativo (DPR) entre as 
áreas obtidas de cada composto, em um mesmo nível de concentração. O cálculo 
do coeficiente de variação é apresentado na Equação 2.  
A exatidão foi estimada em cada nível de concentração através cálculo do 
erro relativo (ER%) obtido entre a concentração teórica e a concentração 
experimental de cada composto (Equação 3). Os erros de precisão e exatidão 
devem ser inferiores a 15%, exceto para o CQ-LIQ onde as variações não devem 









                                                         Desvio padrão x 100 
DPR= -------------------------------------------------------  




                                                            Cexp – Cnom 
ER%= ----------------------------------------- x 100  
                                                                  Cnom 
 
 
Onde Cexp é a média da concentração obtida experimentalmente e Cnom é a 
concentração nominal ou real. 
 
 
4.4.7 Efeito matriz 
 
 
 Para avaliar o efeito matriz, seis alíquotas de 900 µL de matriz obtidas 
distintamente,foram fortificadas com 100 µL de metanol e 50 µL de ácido fórmico e 
submetidas ao processo de extração. O extraído foi ressupendido em 50 µL da 
solução do PI e 50 µL dos analitos de modo a obter os mesmos níveis de 
concentração das amostras CQB e CQA. Para cada nível de concentração foi 
calculado o fator de matriz normalizado (FMN, Equação 4) das respostas obtidas 
com os analitos em matriz e em solução, preparada nos mesmos níveis de 
concentração. O efeito da matriz não é significativo quando a variação (CV%) dos 
fatores de matrizes normalizados relativos a todas as concentrações de um mesmo 
analito for inferior a 15% (BRASIL, 2012). 
 
Resposta do analito em matriz 
--------------------------------------------- 
Resposta do PI em matriz 
FMN = ________________________________________  
Resposta do analito em solução 
------------------------------------------------- 







4.4.8 Testes de estabilidade em matriz 
 
 
4.4.8.1 Estabilidade de curta duração 
 
 
A estabilidade de curta duração foi determinada em matriz sob as condições 
normais de trabalho do laboratório. Para a condução deste ensaio, alíquotas de 900 
μL de matriz foram fortificadas com 50 μL da solução dos analitos, de modo a obter 
as mesmas concentrações do CQB e do CQA. 
As amostras fortificadas foram agitadas em vórtex por 5 minutos a 3200 rpm e 
em seguida mantidas em bancada por 4 e 6 horas.Após este período, as amostras 
receberam alíquotas de 50 μL da solução dos padrões internos e 50 µL de ácido 
fórmico, de modo a obter os mesmos níveis de concentração do CQA e do CQB. 
Após esta etapa as soluções obtidas passaram pelo processo de extração descrito 
na seção 4.2.1 e injetados no CLAE-EM/EM. 
Os resultados obtidos com as amostras armazenadas na bancada foram 
comparados com a média dos valores das amostras de plasma recém-preparadas, 
nos mesmos níveis de concentração. O comparativo foi realizado através do ER% e 
CV%, os quais não devem exceder 15% (BRASIL, 2012). O ensaio foi conduzido 
utilizando seis réplicas preparadas para cada nível de concentração.  
 
 
4.4.8.2 Estabilidade de pós processamento 
 
 
A estabilidade pós-processamento foi realizada da mesma forma que a 
estabilidade de curta duração (seção 4.4.8.1). No entanto, após o processamento, 
as amostras permaneceram no gerenciador de amostras por períodos de 3, 6 e 8 
horas (3 ºC). Decorrido esses períodos, as amostras foram analisadas. Os 
resultados obtidos com as amostras armazenadas foram comparados com a média 








4.4.8.3 Estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento  
 
 
A estabilidade dos analitos também foi determinada em matriz após um, dois 
e três ciclos de congelamento e descongelamento, utilizando 36 alíquotas de 900 μL 
de meio de cultivo DMEM, fortificadas nos mesmos níveis de concentração do CQB 
(18 amostras) e do CQA (18 amostras). As amostras fortificadas foram congeladas 
por 24 h (-40 °C) e então descongeladas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz 
(1º ciclo).  
 Quando completamente descongeladas, um lote de amostras (6 CQB e 6 
CQA) passou pelo processo de extração (seção 4.2.1), para posteriormente ser 
analisado por CLAE-EM/EM. Os outros dois lotes foram novamente congelados       
(-40 °C) por mais um período de 24 h, e assim sucessivamente até completar três 
ciclos de congelamento e descongelamento.  
Os resultados obtidos com as amostras do ciclo de congelamento e 
descongelamento foram comparados com a média dos valores obtidos com 
amostras recém-preparadas, nos mesmos níveis de concentração. O comparativo foi 




4.4.8.4 Estabilidade de longa duração 
 
 
Para avaliar a estabilidade de longa duração, 36 alíquotas de 900 µL de 
matriz foram fortificadas com solução dos analitos, de modo a obter os mesmos 
níveis de concentração do CQB (18 amostras) e do CQA (18 amostras). Após 
fortificação as amostras foram agitadas em vórtex por 5 minutos a 3200 rpm, e em 




tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra e a análise da última). Após 
cada período de tempo, as amostras foram descongeladas em temperatura 
ambiente e passaram pelo método de extração descrito na seção 4.2.1. 
Os resultados obtidos com as amostras armazenadas em freezer (10 e 20 
dias), foram comparados com a média dos valores obtidos com amostras de matriz 
recém-preparadas. O comparativo foi realizado através do ER% e CV%, os quais 
não devem exceder 15% (BRASIL, 2012). 
 
 
4.4.9 Testes de estabilidade em solução 
 
 
4.4.9.1 Estabilidade da solução de trabalho em bancada  
 
 
A estabilidade das soluções de trabalho em bancada foi realizada após 3 e 5 
horas de armazenamento sobre a bancada (21 ºC). Após esses períodos, 50 µL da 
solução de padrão interno e 50 µL da solução dos analitos foram misturadas, de 
modo a obter os mesmos níveis de concentração do CQB e CQA (item 4.4.4). Os 
resultados obtidos com as amostras armazenadas foram comparados com a média 
dos valores obtidos com soluções recém-preparadas, nos mesmos níveis de 
concentração. O comparativo foi realizado através do ER%, o qual não deve exceder 
10% (BRASIL, 2012). 
 
 
4.4.9.2 Estabilidade da solução de trabalho em freezer 
 
 
A estabilidade das soluções de trabalho em bancada foi realizada após 10 e 
20 dias de armazenamento em congelador (-40 ºC). Para isto, 50 µL da solução de 
padrão interno e 50 µL da solução dos analitos foram misturadas, de modo a obter 




então congeladas a -40 ºC. Após os períodos citados as amostras foram 
descongeladas a temperatura ambiente e analisadas pelo método desenvolvido. Os 
resultados obtidos com as amostras armazenadas foram comparados com a média 
dos valores obtidos com soluções recém-preparadas, nos mesmos níveis de 
concentração. O comparativo foi realizado através do ER%, o qual não deve exceder 
10% (BRASIL, 2012). 
 
 
4.5 CULTIVO CELULAR DE RAW 264.7 
 
 
O cultivo celular de RAW 264.7 foi obtido a partir de linhagens celulares pré-
existentes e então cultivado em meio de eagle modificado por dulbecco completo 
(DMEM) alta glucose, com L-glutamina e sem bicarbonato de sódio (Himedia®, 
Mumbai, Índia),  contendo 1% de soro fetal bovino e 300 mg/mL de penicilina-G e 50 
mg/mL de sulfato de estreptomicina, a 37 ºC e em meio de 5% de CO2, até 
subconfluência. Ao atingir a subconfluência, a cultura foi repicada, ressuspendendo 
as células com o auxílio de raspador de células do tipo rodinho, que foram passadas 
de garrafas para placas com poços de 3,29 mL, de tal forma que se obteve uma 
proporção de 5 x 105 células por mL de meio, nesta etapa utilizou-se a proporção de 
10% de soro fetal bovino para garantir o crescimento. Passadas 48 horas os 
tratamentos foram adicionados no cultivo celular, e 24 horas após procedeu-se com 
os ensaios de proliferação e viabilidade celular. A cada 24 horas o meio de cultivo foi 
trocado com a adição de 1% de soro fetal bovino. As células foram usadas para os 












5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 
5.1 CÉLULAS RAW 264.7 
 
 
As células RAW 264.7 são uma linhagem de macrófagos de rato, sendo 
promotoras da inflamação quando o meio em que estão sendo cultivadas é 
enriquecido com um indutor de inflamação, como, por exemplo, o LPS 
(lipopolissacarídeo) e por este motivo são utilizadas frequentemente para estudos de 
atividade anti-inflamatória.(CUETARA et al., 2006;  WANG et al., 2012). 
Quando cultivadas em meio suplementado com soro fetal bovino e antibiótico 
em concentração adequada, as células RAW 264.7 proliferam rapidamente e em 
quantidade abundante. Sob estas condições, a observação direta do frasco de 
cultivo, com o uso microscopia de luz invertida, demonstra que estas células 
aderem-se à base do frasco sendo classificadas como células do tipo aderentes, 
sendo evidenciadas projeções citoplasmáticas e vacúolos como pode ser observado 
na Figura 10. Após o cultivo de diferentes lotes de células, o meio de cultivo foi 








FIGURA 10 – ASPECTO FENOTÍPICO DAS CÉLULAS DA LINHAGEM RAW 264.7 UTILIZADAS 
NOS EXPERIMENTOS 
Fonte: O autor (2016) 
 
 
5.2 DESENVOLVIMENTO DO MÉTODO BIOANALÍTICO POR CLAE-EM/EM 
 
 
Para o desenvolvimento do método bioanalítico por CLAE-EM/EM, o primeiro 
passo foi a escolha da fonte de ionização. Optou-se por Electrospray (ESI) a qual 
permite ionizar compostos de média a alta polaridade, sendo uma técnica de 
ionização dita como “branda”, a qual é frequentemente utilizada na análises de 
compostos lábeis. 
A próxima etapa foi checar o sinal dos analitos (íon precursor). Para tanto, 
soluções de trabalho contendo 250 ng.mL-1 de cada composto foram preparadas em 
acetonitrila:água (50:50, v/v) contendo 0,1 % de ácido fórmico e infundidas 
diretamente no espectrômetro de massas. Após a identificação do sinal de cada 
composto, foram ajustadas as concentrações das soluções a fim de garantir uma 
intensidade de sinal adequada entre 2 x 105 e 1 x 106 cps (Figura 11), intensidade 
esta recomendada pelo fabricante do equipamento para otimização automática dos 






FIGURA 11 – ESPECTRO DE MASSAS OBTIDO POR INFUSÃO DIRETA DE PGE2,PGD2, 6-CETO-
PGF1α, PGF2α TXB2 E PGB2-d4 A 250 ng.mL
-1
 UTILIZANDO ACETONITRILA:ÁGUA 50:50 (V:V) 
CONTENDO 0,1% DE ÁCIDO FÓRMICO. 
 
 
Ao término da otimização automática via MRM, ficou definido que o modo 
negativo de ionização foi o mais eficiente para ionizar os compostos de interesse. 
Isso se deve ao fato de que todos os compostos em estudo serem hidroxilados o 
que favorece a desprotonação. Foram obtidos os dois fragmentos de íons mais 
intensos de cada composto. O fragmento de maior intensidade foi utilizado para 
quantificação, enquanto que o segundo maior em intensidade, para qualificação do 
sinal analítico de cada substância. 
 
 
TABELA 5 – PARÂMETROS DE VOLTAGEM OTIMIZADOS ATRAVÉS DE MRM PARA OBTENÇÃO 
DOS FRAGMENTOS MAIS INTENSOS DE PGE2, PGD2,TXB2,6-keto-PGF1α e PGB2-d4 (continua) 
Analito Q1 Q3 DT DP EP CEP CE CXP 
PGE2 e PGD2 351 271 200 -25 -5 -20 -22 -20 
PGE2 e PGD2 351 315 200 -25 -5 -20 -14 -22 




TABELA 5 – PARÂMETROS DE VOLTAGEM OTIMIZADOS ATRAVÉS DE MRM PARA OBTENÇÃO 
DOS FRAGMENTOS MAIS INTENSOS DE PGE2, PGD2,TXB2,6-keto-PGF1α e PGB2-d4 (conclusão) 
TXB2 369 195 200 -35 -5 -20 -18 -14 
PGF2α 353 193 200 -50 -4,5 -20 -30 -4 
PGF2α 353 309 200 -50 -4,5 -20 -25 -4 
6-keto-PGF1α(PGI2) 369 163 200 -40 -4,5 -20 -34 0 
6-keto-PGF1α(PGI2) 369 83 200 -40 -4,5 -20 -30 0 
PGB2-d4 337 113 200 -45 -4,5 -20 -34 0 
PGB2-d4 337 179 200 -45 -4,5 -20 -30 0 
Dados: Q1 – Íon precursor; Q3 – Íon Fragmento; DT - Tempo de permanência; DP - Potencial de 
desagregação; EP - Potencial de entrada; CEP - Potencial de entrada na célula de colisão;               
CE - Energia de colisão; CXP - Potencial de saída da célula de colisão 
 
 
A próxima etapa de otimização do espectrômetro de massas foi o ajuste dos 
parâmetros da fonte de ionização. Esse ajuste foi realizado por meio de análises por 
injeção em fluxo (FIA), acoplando o cromatógrafo ao espectrômetro de massas, sem 
o uso de coluna cromatográfica. A fase móvel utilizada foi acetonitrila/água (50:50 
v/v), com fluxo de 200 µL.min-1 e volume de injeção de 10 µL. A posição vertical do 
capilar do Eletrospray foi ajustada para 3 mm, e a horizontal para 5 mm. 
Os parâmetros otimizados nessa etapa foram: gás de interface (CUR): 10 psi, 
gás de colisão (CAD): 10 psi, gás de nebulização (GS1): 50 psi, gás auxiliar (GS2): 
40 psi, voltagem do capilar (IS): -4500 V e temperatura da fonte: 450 ºC. 
Ao término das otimizações do espectrômetro de massas, prosseguimos com 
o desenvolvimento de método cromatográfico (CLAE-EM/EM). Os primeiros testes 
foram realizados utilizando método proposto por Martins (2013). Este método 
utilizava uma coluna XBRIDGE C18 (2,1 x 100 mm; 5 µm Waters® Corporation) e 
fase móvel composta de diferentes proporções de água e acetonitrila (Tabela 6), 












TABELA 6 – GRADIENTE DE ELUIÇÃO DE FASE MÓVEL, DESENVOLVIDO POR MARTINS (2013) 
TEMPO (min) FLUXO (µL/min) 
SOLVENTES 
Água 0,1% AFO (%) Acetonitrila 0,1% AFO (%) 
0,0 300 65 35 
5,0 300 65 35 
5,1 300 50 50 
7,5 300 50 50 
7,6 300 65 35 
13,0 300 65 35 
Nota: AFO – Ácido fórmico 
 
 
Apesar de ser um método que separava adequadamente os analitos 
inicialmente propostos (PGE2 e PGD2), utilizava uma coluna com grande tamanho de 
partícula. O baixo fluxo utilizado do método inicial (300 µL.min-1) ocasionava 
empicos alargados e tempos de corrida relativamente altos (12 min). Além disso, 
verificou-se que a injeção dos 5 prostanóides de maneira simultânea fez com que os 
picos dos analitos eluíssem praticamente no mesmo tempo de retenção. Diversos 
testes foram realizados, porém devido à pequena eficiência cromatográfica da 
coluna em questão não foi possível definir um gradiente que promovesse a 
separação dos analitos em tempo menor que 10 minutos. 
Com o objetivo de diminuir o tempo de corrida aliado a uma análise 
cromatográfica adequada foram avaliadas diversas colunas de mesma polaridade, 
mas com diferentes diâmetros, larguras e tamanhos de partícula. 
 Com o objetivo de alcançar uma análise adequada, foram testadas colunas 
de maior empacotamento: Aquity BEH C-18 (2,1 x 100 mm 1,7 µm) ;ZORBAX 
Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm 3,5 µm); ZORBAX Eclipse XDB C-18 (2,1 x 50 mm 
1,8 µm); ZORBAX Eclipse XDB C-18 (4,6 x 50 mm 1.8 µm).  
 O uso da coluna Aquity BEH C-18 2,1 x 100 mm 1,7 µm mostrou não haver 
melhora no tempo de corrida por apresentar limitações quanto ao limite de pressão 
de 300 bar, devido aos peeks de plástico internos do cromatógrafo, ocasionando em 
limite de fluxo de no máximo 300 µL.min-1.  
 Devido ao grande comprimento, aliado ao tamanho de partícula, a coluna 
ZORBAX Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm 3,5 µm), se mostrou ineficiente para 
realizar a separação de todos os analitos em tempo inferior ao proposto por Martins 
(2013). Desta forma escolhemos colunas que possuíam tamanho de partícula de  
1,8 µm, mas que possuíssem largura de 4,6 mm, o que aumentaria a área de 




aumento de número de pratos teóricos, possibilitando então o emprego de fluxos 
adequados e pressões mais baixas. A próxima coluna a ser testada então foi a 
ZORBAX Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm 1,8 µm). Inicialmente utilizou-se como 
base o método proposto por Martins (2013), que com o auxílio de software Acquity 
UPLC Calculator sofreu as devidas mudanças no gradiente (Tabela 7).  
 
 
TABELA 7 – GRADIENTE DE ELUIÇÃO DE FASE MÓVEL PARA COLUNA ZORBAX Eclipse XDB  
C-18 (4,6 x 150 mm 1,8 µm) COM BASE EM MÉTODO PROPOSTO POR MARTINS (2013). 
TEMPO (min) FLUXO (µL/min) 
SOLVENTES 
Água 0,1% AFO (%) Acetonitrila 0,1% AFO (%) 
0,0 500 70 30 
2,5 500 70 30 
2,51 500 25 75 
4,3 500 25 75 
4,31 500 70 30 
20,00 500 70 30 






















 No entanto a mudança brusca na concentração de água de 70% para 30% 





FIGURA 12 – CROMATOGRAMA INICIAL OBTIDO POR CLAE-EM/EM (ESI-) UTILIZANDO 
COLUNA ZORBAX SB-C18 (4,6 X 150 mm 1,8 µm) E GRADIENTE DESCRITO NA TABELA 7. 
 
 
 Desta forma, foi necessária uma mudança menos brusca e uma diminuição 
na proporção inicial de água (Tabela 8) para que a serparação correta fosse 
alcançada (Figura 13). 
 
 
TABELA 8 – SEGUNDO GRADIENTE DE ELUIÇÃO DE FASE MÓVELPARA COLUNA ZORBAX 
Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm 1,8 µm) 
TEMPO (min) FLUXO (µL/min) 
SOLVENTES 
Água 0,1% AFO (%) Acetonitrila 0,1% AFO (%) 
0,0 600 50 50 
3,50 600 25 75 
3,51 600 50 50 
12,00 600 50 50 
Nota: AFO – Ácido fórmico 
XIC of -MRM (12 pairs): 351.1/271.2 amu from Sample 2 (ZORBAX SB-C18 4.6x150 1.8um) of TESTE228102014... Max. 8.8e4 cps.































FIGURA 13 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE-EM/EM (ESI-) UTILIZANDO COLUNA 
ZORBAX SB-C18 (4,6 X 150 mm 1,8µm) E GRADIENTE DESCRITO NA TABELA 8. 
 
 
 Conforme podemos observar na Figura 14 o aumento na concentração de 
ácido fórmico na fase móvel de 0,1 % para 0,25 % proporcionou uma melhora na 
forma dos picos, efeito este visível no pico do TXB2. Fato este ocasionado pela 
propriedade deste analito apresentar-se em duas isoformas interconversíveis (Figura 
15), fenômeno este provavelmente dependente de pH. 
 
 
XIC of -MRM (12 pairs): 351.1/271.2 amu from Sample 10 (ZORBAX SB-C18 4.6x150 1.8um metodo final 600flux... Max. 2.5e4 cps.





























FIGURA 14 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE-EM/EM (ESI-) UTILIZANDO COLUNA 






FIGURA 15 – FORMAS TAUTOMÉRICAS DO TROMBOXANO B2 (TXB2 PARA 2,3-DINOR-TXB2). 
FONTE: MURPHY et al., 2005 
XIC of -MRM (12 pairs): 351.1/271.2 amu from Sample 4 (ZORBAX SB-C18 4.6x150 1.8um 600fluxo gradiente 7 ... Max. 3.0e4 cps.
































 Conforme mostrado na Figura 16, o aumento de temperatura de 35 para    
50 ºC melhorou consideravelmente o pico do TXB2. Entretanto, temperaturas mais 
altas que 50 ºC não mudaram expressivamente o cromatograma e, por isso, a 




FIGURA 16 – CROMATOGRAMA OBTIDO POR CLAE-EM/EM (ESI-) UTILIZANDO COLUNA 
ZORBAX SB-C18 (4,6 X 150 mm 1,8 µm) E MANTENDO O FORNO DE COLUNA EM 50 ºC. 
 
 
 Este método desenvolvido, apesar de promover a separação correta dos 
analitos em baixo tempo, apresentava tempo de corrida equivalente ao método de 
partida devido ao alto tempo de estabilização da coluna. Desta forma, com o auxílio 
do software Acquity UPLC Calculator, o método foi novamente transposto para a 
coluna ZORBAX Eclipse XDB C-18 (4,6 x 50 mm 1,8 µm), sendo o gradiente 




XIC of -MRM (12 pairs): 351.1/271.2 amu from Sample 7 (ZORBAX SB-C18 4.6x150 1.8um 600fluxo gradiente 7 ... Max. 3.3e4 cps.

































TABELA 9 – GRADIENTE DE ELUIÇÃO DE FASE MÓVEL PARA COLUNA ZORBAX XDB C-18    
(4,6 x 50 mm 1,8 µm) 
TEMPO (min) FLUXO (µL/min) 
SOLVENTES 
Água 0,25% AFO (%) 
Acetonitrila 0,25% AFO 
(%) 
0,0 600 50 50 
1,17 600 25 75 
1,18 600 50 50 
4,00 600 50 50 
Nota: AFO – Ácido fórmico 
 
 
 O método, no entanto teve de ser modificado para resultar em picos mais 
simétricos e afilados, e em uma melhor separação cromatográfica dos analitos PGE2 
e PGD2. O aumento na concentração de aditivo, no fluxo da fase móvel e na 
proporção de acetonitrila no gradiente inicial (Tabela 10) resultou em picos mais 
afilados, sendo então definido como o método a ser validado (Figura 17). 
 
 
TABELA 10 – SEGUNDO GRADIENTE DE ELUIÇÃO DE FASE MÓVEL PARA COLUNA ZORBAX 
XDB C-18 (4,6 x 50 mm 1,8 µm) 
TEMPO (min) FLUXO (µL/min) 
SOLVENTES 
Água 1% AFO (%) Acetonitrila 1% AFO (%) 
0,0 700 55 45 
1,17 700 25 75 
1,18 700 55 45 
4,00 700 55 45 







FIGURA 17 – CROMATOGRAMA FINAL OBTIDO POR CLAE-EM/EM (ESI-) UTILIZANDO COLUNA 
ZORBAX SB-C18 (4,6 X 50 mm 1,8 µm). 
 
 
  A adição de 1 % de ácido fórmico resultou em um pH de fase móvel próximo 
ao limítrofe tolerado pela coluna (próximo a 2) em questão e foi definido como o 
ideal para a corrida. 
 Com o objetivo de aumentar a vida útil da coluna utilizada, modificou-se a 
temperatura do forno de coluna de 50 ºC para 40 ºC, visto que a sua diminuição não 
resultou em mudanças significativas no cromatograma obtido. Testes conduzidos 
com fluxos maiores que 700,0 μL.min-1 também não demonstraram benefícios 
significativos, pois o aumento do fluxo da fase móvel aproximou o analito 6-CETO-






XIC of -MRM (12 pairs): 351.1/271.2 amu from Sample 5 (ZORBAX_ECLIPSE_XDB-C18-4.6X50_1.8um_gradient... Max. 1.3e4 cps.






































 Com o desenvolvimento do método por CLAE-EM/EM concluido, foi 
desenvolvido o método de extração dos analítos (PGE2, PGD2, TXB2, 6-CETO-
PGF1α, e PGF2α) da matriz biologica.  
 O desenvolvimento do método de extração foi realizado primeiramente 
utilizando cartuchos de extração em fase sólida (HLB OasisTMWaters®, 30 µm de 
poro, 30 mg de fase estacionária copolimérica, capacidade de 1 mL), através do 
auxílio de sistema Manifold (Waters
®
, Milford-Massachussetts, USA). Método este 
desenvolvido por MARTINS (2013). Observou-se, no entanto que a extração em 
fase sólida era laboriosa, além de ser demorada e dispendiosa. A técnica obteve 
uma boa eficiência para os compostos PGE2 e PGD2, mas para o restante dos 
analitos esta extração se deu de modo falho sendo o composto 6-CETO-PGF1α 




FIGURA 18 – CROMATOGRAMA DE AMOSTRA OBTIDA POR MEIO DO PROCESSO DE 
EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA. 
FONTE: O autor (2016) 
 
XIC of -MRM (12 pairs): 351.1/271.2 amu from Sample 2 (10ng/ml) of VALIDACAO_LIQ_LID_04112014.wiff (Turb... Max. 520.0 cps.





























Por este motivo, optou-sem pela extração via líquido-líquido, técnica esta 
sabidamente mais simples, rápida e barata. Para o desenvolvimento do método, 
diversas condições foram testadas a fim de se obter a máxima eficiência de extração 
para todos os compostos analisados. Primeiramente definiram-se os melhores 
líquidos extratores, para posteriormente determinar a melhor condição de extração. 
Por último ajustes nos tempos de centrifugação e quantidade recuperada foram 
definidos a fim de se obter a melhor condição de extração. Após o desenvolvimento 
do método observamos que a recuperação para as prostaglandinas PGE2 e PGD2 foi 
praticamente equivalente se comparada ao método por extração em fase sólida, 
porém podemos observar na Figura 19 um aumento considerável em todos os 




FIGURA 19 – CROMATROGRAMA DE AMOSTRA OBTIDA POR MEIO DO PROCESSO DE 
EXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO 
FONTE:O autor (2016) 
 
 
XIC of -MRM (12 pairs): 351.1/271.2 amu from Sample 6 (extracao 1 10ng/ml acetato) of TESTE_EXTRACAO_LI... Max. 665.0 cps.





























O comparativo entre as porcentagens de recuperação para cada analito entre 
as técnicas de extração em fase sólida (EFS) e a extração líquido-líquido (ELL) se 
encontra detalhado na Tabela 11. O critério de escolha do método de extração foi 
baseado no maior percentual de recuperação para todos os analitos, que se mostrou 
obter reprodutibilidade aceitável. 
 
 
TABELA 11 – COMPARATIVO ENTRE AS PORCENTAGENS DE RECUPERAÇÃO PARAA PGE2, 
PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, E TXB2ENTRE AS TÉCNICAS DE EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA 
(EFS) E A EXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO (ELL) 
Técnica extrativa Analito % de recuperação 
ELL PGE2 70,49 
ELL PGD2 83,96 
ELL TXB2 82,72 
ELL 6-CETO-PGF1α 71,00 
ELL PGF2α 83,08 
EFS PGE2 61,08 
EFS PGD2 66,63 
EFS TXB2 34,09 
EFS 6-CETO-PGF1α 6,14 
EFS PGF2α 34,04 
 
 






O ensaio de seletividade foi realizado através do método da comparação da 
matriz. Assim, a matriz foi avaliada quanto a possível presença de interferentes 
significativos. De acordo com a Figura 20, não houve presença de interferentes na 
matriz biológica utilizada nos mesmos tempos de retenção dos analitos e do padrão 




PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, TXB2 e PGB2-d4 (PI), em meio de cultivo DMEM 




FIGURA 20 – CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE-EM/EM (ESI-) PARA AVALIAR A 
SELETIVIDADE DO MÉTODO NAS TRANSIÇÕES MONITORADAS DE PGE2, PGD2, 6-CETO-
PGF1α, PGF2α, TXB2 e PGB2-d4.  
Dados: branco e meio de cultivo DMEM na concentração do LIQ (Seção 6.8.4) 









5.4.2 Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 
 
 
O LD e o LQ foram avaliados a partir da relação sinal ruído oferecida pelos 
cromatogramas (mínimo de 3 e 10 vezes, respectivamente). Dessa forma, uma 
amostra de concentração conhecida de matriz fortificada com os padrões analíticos 
de PGE2, PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, e TXB2 foi diluída sucessivamente e 
injetada até a obtenção do menor pico detectável. Conforme demonstrado na Tabela 
12, o método demonstrou boa sensibilidade, com valores de LD de 1 ng.mL-1 e LQ 
de 5 ng.mL-1 para todos os analitos testados. 
 
 
TABELA 12 – VALORES DE LIMITE DE DETECÇÃO E LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO PARA A PGE2, 
PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, E TXB2 
METABÓLITOS 








PGE2 1 5 
PGD2 1 5 
6-CETO-PGF1α 1 5 
PGF2α 1 5 






A linearidade foi determinada em sete níveis de concentração, contemplando 
as faixas de 5 a 200 ng.mL-1. A análise de regressão demonstrou que as curvas de 
calibração para todas as substâncias foram lineares com valor do coeficiente de 
correlação (r) superior ao estabelecido pela RDC Nº 899/2003 da ANVISA, que 
preconiza valores de “r” iguais ou superiores a 0,98. Além disso, os erros de 
precisão e exatidão obtidos em cada nível de concentração foram considerados 
satisfatórios visto que erros menores de 20 % em relação a concentração nominal 




calibração em métodos bioanalíticos de acordo com a RDC Nº 27/2012 da ANVISA. 
Em virtude dos resultados obtidos, pode-se inferir que dentro da faixa de 
concentração estabelecida, o método desenvolvido garante uma resposta linear 
precisa e exata para PGE2,PGD2, 6-CETO-PGF1α, PGF2α, e TXB2. 
A regressão linear do ensaio é apresentada nas Figuras (21, 22, 23, 24, e 25) 
enquanto que os valores individuais de precisão e exatidão calculados para cada 





















FIGURA 21 – CURVA DE CALIBRAÇÃO DA PGE2, EQUAÇÃO DA RETA E COEFICIENTE DE 
CORRELAÇÃO LINEAR OBTIDOS POR MEIO DA REGRESSÃO LINEAR 1/x. Dados: Gráfico obtido 




TABELA 13– VALORES DE PRECISÃO E EXATIDÃO OBTIDOS EM CADA NÍVEL DE 






















5 4,75 0,374 7,88 -5,03 
10 9,80 0,549 5,61 -2,03 
20 21,15 0,695 3,29 5,73 
50 51,28 3,787 7,38 2,56 
100 101,53 4,498 4,43 1,53 
150 140,03 3,205 2,29 -6,65 
200 206,40 10,800 5,23 3,20 






FIGURA 22 – CURVA DE CALIBRAÇÃO DA PGD2, EQUAÇÃO DA RETA E COEFICIENTE DE 
CORRELAÇÃO LINEAR OBTIDOS POR MEIO DA REGRESSÃO LINEAR 1/x. Dados: Gráfico obtido 




TABELA 14– VALORES DE PRECISÃO E EXATIDÃO OBTIDOS EM CADA NÍVEL DE 






















5 4,90 0,096 1,97 -2,06 
10 10,60 0,621 5,86 6,03 
20 21,94 0,361 1,64 9,71 
50 45,07 1,699 3,77 -9,86 
100 97,15 3,775 3,89 -2,85 
150 143,45 1,849 1,29 -4,37 
200 215,53 7,208 3,34 7,76 







FIGURA 23 – CURVA DE CALIBRAÇÃO DA PGF2α, EQUAÇÃO DA RETA E COEFICIENTE DE 
CORRELAÇÃO LINEAR OBTIDOS POR MEIO DA REGRESSÃO LINEAR 1/x. Dados: Gráfico obtido 




TABELA 15– VALORES DE PRECISÃO E EXATIDÃO OBTIDOS EM CADA NÍVEL DE 






















5 4,76 0,417 8,77 -4,83 
10 11,04 0,287 2,60 10,40 
20 18,99 1,027 5,41 -5,04 
50 53,21 0,235 0,44 6,43 
100 98,94 6,031 6,10 -1,06 
150 149,77 8,431 5,63 -0,15 
200 199,43 8,761 4,39 -0,28 







FIGURA 24 – CURVA DE CALIBRAÇÃO DA 6-CETO-PGF1α, EQUAÇÃO DA RETA E COEFICIENTE 
DE CORRELAÇÃO LINEAR OBTIDOS POR MEIO DA REGRESSÃO LINEAR 1/x. Dados: Gráfico 




TABELA 16– VALORES DE PRECISÃO E EXATIDÃO OBTIDOS EM CADA NÍVEL DE 























5 5,17 0,079 1,53 3,42 
10 10,57 1,155 10,93 5,68 
20 19,73 0,295 1,50 -1,36 
50 45,63 3,570 7,82 -8,74 
100 98,48 6,672 6,77 -1,52 
150 154,75 0,636 0,41 3,17 
200 201,56 1,459 0,72 0,78 







FIGURA 25 – CURVA DE CALIBRAÇÃO DA TXB2, EQUAÇÃO DA RETA E COEFICIENTE DE 
CORRELAÇÃO LINEAR OBTIDOS POR MEIO DA REGRESSÃO LINEAR 1/x. Dados: Gráfico obtido 




TABELA 17– VALORES DE PRECISÃO E EXATIDÃO OBTIDOS EM CADA NÍVEL DE 






















5 4,54 0,301 6,63 -9,22 
10 9,74 0,330 3,39 -2,63 
20 21,79 0,745 3,42 8,94 
50 53,59 0,859 1,60 7,18 
100 103,72 2,901 2,80 3,72 
150 145,50 7,029 4,83 -3,00 
200 194,70 10,134 5,21 -2,65 











5.4.4 Efeito Residual 
 
 
Os cromatogramas obtidos com a amostra branco, após as injeções de 
amostras preparadas no nível mais alto de concentração da curva de calibração, 
estão apresentados nas Figuras 26, 27 e 28. Conforme demonstrado, nenhum pico 
interferente significativo foi observado no mesmo tempo de retenção dos analitos e 
do padrão interno, não havendo, portanto, risco de contaminação causada pelo 




FIGURA26 – CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE-EM/EM (ESI-) PARA O ESTUDO DO 
EFEITO RESIDUAL PGE2 e PGD2. Dados: *amostra branco fortificada com analitos na concentração 







FIGURA 27 – CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE-EM/EM (ESI-) PARA O ESTUDO DO 
EFEITO RESIDUAL 6-CETO_PGF1α e TXB2. Dados: *amostra branco fortificada com analitos na 




FIGURA 28 – CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CLAE-EM/EM (ESI-) PARA O ESTUDO DO 
EFEITO RESIDUAL PGF2α e PGB2-d4. Dados: *amostra branco fortificada com analitos na 







5.4.5 Efeito matriz 
 
 
Os resultados do teste de efeito matriz encontram-se na Tabela 18. Pode-se 
verificar que o valor do fator de matriz normalizado por padrão interno (FMN) de 
cada analito encontra-se abaixo de 15% (quinze por cento). Esses resultados 
mostram que o efeito da matriz biológica nas respostas do analito e do padrão 
interno não é significativo. 
 
 
TABELA 18– VARIAÇÃO DO FATOR DE MATRIZ NORMALIZADO POR PADRÃO INTERNO (FMN) 












10 1,25 ± 0,07 
1,22 ± 0,05 3,74 
150 1,19 ± 0,03 
PGD2 
10 1,10 ± 0,10 
1,16 ± 0,09 7,49 
150 1,23 ± 0,04 
TXB2 
10 1,15 ± 0,03 
1,16 ± 0,01 0,61 
150 1,16 ± 0,06 
PGF2α 
10 1,11 ± 0,07 
1,14 ± 0,05 4,76 
150 1,18 ± 0,05 
6-CETO-PGF1α 
10 1,09 ± 0,12 
1,08 ± 0,02 1,70 
150 1,06 ± 0,07 




5.4.6 Precisão e exatidão 
 
 
Os resultados da precisão e exatidão encontram-se na Tabela 19. Conforme 
pode ser observado, para todos os níveis de concentração avaliados, as variações 
de precisão (CV%) e exatidão (ER%) foram menores do que os 15% preconizados 
pela legislação vigente (BRASIL, 2012). Portanto, este método é considerado 






TABELA 19– VALORES DE PRECISÃO E EXATIDÃO OBTIDOS ATRAVÉS DOS MÉTODOS 






















CQ-LIQ 5 -2,45 2,11 6,79 5,23 
CQB 10 -1,40 2,48 12,37 8,33 
CQM 100 -0,68 -2,58 8,22 6,73 
CQA 150 -3,35 -1,47 11,70 6,92 
CQD 100** -2,52 -6,02 7,79 5,66 
PGD2 
CQ-LIQ 5 -3,05 0,83 8,80 6,65 
CQB 10 3,16 3,54 6,72 4,08 
CQM 100 2,14 1,42 3,69 5,43 
CQA 150 2,60 0,69 6,07 6,65 
CQD 100** 2,92 -4,00 3,68 4,24 
TXB2 
CQ-LIQ 5 -4,48 2,28 11,23 6,87 
CQB 10 -3,33 2,68 6,00 4,50 
CQM 100 6,00 0,48 3,27 5,33 
CQA 150 2,53 0,82 5,31 5,84 
CQD 100** -1,90 -6,79 10,71 6,60 
PGF2α 
CQ-LIQ 5 -4,10 -1,91 10,43 7,65 
CQB 10 -1,34 1,66 7,89 6,80 
CQM 100 6,33 0,94 6,20 6,05 
CQA 150 -0,42 -5,16 11,79 8,87 
CQD 100** 8,40 5,27 2,49 5,13 
6-CETO-
PGF1 
CQ-LIQ 5 4,22 3,12 7,23 6,38 
CQB 10 6,80 2,20 4,89 4,02 
CQM 100 7,00 1,75 4,90 4,58 
CQA 150 0,72 -3,37 6,56 6,28 
CQD 100** 4,14 -2,43 5,48 5,63 
*PGB2-d4 - 100 0.72 1,05 4,70 5,47 
Dados: CQ-LIQ: limite inferior de quantificação; CQB: Controle de qualidade de baixa concentração; 
CQM: Controle de qualidade de média concentração; CQA: Controle de qualidade de alta 
concentração; ER%: erro relativo; CV%: coeficiente de variação; *Padrão interno; **Valor nominal 










Os resultados da estabilidade das substâncias de interesse em solução e em 
meio DMEM encontram-se nas Tabelas 20 e 21. Nessas tabelas é possível observar 
que as soluções de trabalho permaneceram estáveis por 3 horas na bancada, 
enquanto que as soluções estoque foram estáveis por 20 dias em freezer (-40 ºC). 
Os analitos também foram estáveis quando permaneceram em contato com a matriz 
biológica por um período de 3 horas na bancada (21 ºC) e 5 horas no gerenciador de 
amostras (3 ºC). O estudo de estabilidade de longa duração mostrou que as 
substâncias armazenadas em freezer (-40 ºC) não sofrem degradação significativa 
em 20 dias e não houve comprometimento da estabilidade após 3 ciclos de 




TABELA 20 – ESTABILIDADE DA PGE2, PGD2 E TXB2 NAS DIFERENTES CONDIÇÕES DE ARMAZENAMENTO (n = 6) 
ESTABILIDADE 


















































































































































































































































































































TABELA 21 – ESTABILIDADE DA PGF2α, 6-CETO-PGF1α E PGB2-d4 NAS DIFERENTES CONDIÇÕES DE ARMAZENAMENTO (n = 6) 
Dados: Temperatura do ciclos de descongelamento e longa duração ocorreram à -40ºC. dp, desvio padrão; CV, coeficiente de variação; ER, erro relativo; 
N/A, não se aplica
ESTABILIDADE 
PGF2α 6-CETO-PGF1α PGB2-d4 
Nível de 
























































































































































































































































































O método desenvolvido por CLAE-EM/EM é apropriado para a quantificação 
dos eicosanóides PGE2, PGD2, PGF2α, 6-ceto-PGF1α e TXB2 em meio de cultivo 
celular DMEM e capaz de separar corretamente os isômeros PGE2 e PGD2, com um 
tempo de corrida baixo (4 minutos) comparado aos métodos existentes (média de 13 
minutos por análise). O método também mostrou-se seletivo, livre de efeitos 
residuais e de matriz, linear, preciso, exato, e os analitos apresentaram estabilidade 
aceitáveis, nas condições avaliadas, de acordo com a resolução publicada pela 
ANVISA, RDC N. 27, de 17 de maio de 2012. 
O método mostrou-se econômico, tendo em vista que apresenta tempo de 
corrida reduzido e utiliza extração via líquido-líquido no preparo de amostra, que 
sabidamente é uma técnica mais rápida, simples e barata se comparada à extração 
em fase solida. A extração líquido-líquido reduziu consideravelmente o tempo de 
preparo de amostra diminuindo também a degradação sofrida pelos analitos no 
período de processamento de amostra obtendo-se recuperação adequada (mínimo 
de 70,49 %) e superior a extração em fase sólida para todos os analitos em estudo. 
Este método contribui também para a minimização do impacto ambiental por 
apresentar um baixo consumo de solvente orgânico, que é ocasionado pelo curto 
tempo de corrida. 
Outras vantagens do método analítico é que ele utiliza colunas C-18 (4,6 x 50 
mm, com 1,8 μm de tamanho de partícula) facilmente encontradas em laboratórios 
analíticos e pode ser aplicado a diferentes tipos de células cultiváveis em meio 
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